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ATP - adenosintrifosfát 
bFGF – basic fibroblast growth factor, základní růstový faktor fibroblastů 
DAB – 3,3´diaminobenzidin tetrahydrochlorid hydrát 
DAPI - 4',6-diamidino-2-fenylindol 
DMEM – Dulbecovo modifikované Eagle médium 
DNA – deoxyribonukleová kyselina 
ECM – extracelulární matrix 
EDTA - kyselina ethylendiaminotetraoctová 
EGF – epidermal growth factor, epidermální růstový faktor 
EGTA – kyselina etylenglykoltetraoctová kyselina 
ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay, enzymová imunoanalýza 
ESc  – embryonální kmenové buňky 
FACS – fluorescence-activated cell sorting, semikvantitativní třídění buněk 
FBS – fetální bovinní sérum 
FGF – fibroblast growth factor, růstový faktor fibroblastů  
FITC – fluorescein isothiokyanát 
GAG - glykosaminoglykany 
GAPDH – glyceraldehyd 3-fosfát dehydrogenáza 
HBSS – Hank´s Ballanced Salt Solution, Hanksův roztok 
HE – hematoxylin eosin 
HPLC – high-performance liquid chromatography, vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
CHAPS - 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfát 
iPSc – indukované pluripotentní kmenové buňky 
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MDSc – muscle derived stem cells, kmenové buňky odvozené od kosterní svaloviny 
MRF – myogenic regulatory factor, faktor regulující myogenezi 
MSc – mezenchymální kmenové buňky 
PAS – Periodis Acid Schiff, Schiffovo reagens 
PBS – phosphate buffer solution, fosfátový pufr 
PCNA – proliferating cell nuclear antigen, jádrový antigen proliferujících buněk 
PDAB - para-dimethylaminobenzaldehyd  
PVDF – polyvinylidenfluorid 
PVSc – perivaskulární kmenové buňky 
RT-PCR – real time PCR 
SB-10/16 - N-Decyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propansulfát 
SDC – deoxycholát sodný 
SDF-1 – stromal-cell derived factor 
SDS – dodecyl sulfát sodný 
TBS-T – pufrovaný solný roztok s Tween 20 
TEM – transmisní elektronová mikroskopie 
TFPI – tissue factor pathway inhibitor 
TGF-β – transforming growth factor beta, transformující růstový faktor beta 
TNF-α – tumor necrosis factor alpha, faktor nádorové nekrózy alfa 
VEGF – vascular endothelial growth factor, vaskulární růstový faktor endotelových buněk 







1. ÚVOD  
Rozsáhlejší úrazy kosterní svaloviny jsou spojeny se ztrátou tkáně ve velkém objemu. 
Automobilové nehody, nádorové onemocnění, válečná poranění jsou nejčastějšími příčinami 
ztrát svalových a podpůrných tkání. Takto vážná zranění znemožňují podnícení samovolné 
regenerace, které je kosterní svalovina v omezené míře schopna díky několika faktorům, 
přičemž jedním z nejdůležitějších je funkce aktivovaných satelitních buněk. Samotná aktivace 
kmenových buněk má své specifické podmínky, které nejsou splněny u rozsáhlých traumat 
vzhledem k poškození jejich niché, ovlivňující jejich diferenciaci a sebeobnovu, což vede ve 
výsledku k významnému snížení regeneračního potenciálu svaloviny a následnou ztrátu 
funkce. Z těchto důvodů se odvětví tkáňového inženýrství zabývá přípravou biomateriálů, 
nahrazujících poškozenou svalovou tkáň, a to napodobením jejich struktury. Potenciál stejně 
jako limity materiálů se odvíjejí od vlastní přípravy nebo původu. Ultrastrukturu syntetických 
materiálů je možné navrhnout dle morfologie dané tkáně a v kombinaci s vhodnými 
buněčnými liniemi se tak stávají dobrým zdrojem pro rekonstrukci tkání. Přesto jejich použití 
s sebou nese nevýhody především z hlediska uvolňování cizorodých látek in vivo. 
Biomateriály přírodního původu mohou být izolovány z tkání a orgánů stejného původu jako 
je příjemcův; také obsahují stejné prostorové uspořádání, případně niché a růstové faktory 
využitelné při osazení buňkami s regeneračním potenciálem. Přípravou biomateriálu těchto 
vlastností se zabývá decelularizace, používající různé přístupy k odstranění buněk z tkání 
a izolací tkáňově specifické extracelulární matrix. Extracelulární matrix se nachází v okolí 
buněk a je komplexem složeným především z kolagenu, glykoproteinů a proteoglykanů; je 
také tkáňově specifická s charakteristickým uspořádáním; ovšem není pouze opornou 
strukturou, ale je dynamicky zapojena do celkové funkce dané tkáně. Vzhledem k odlišným 
vlastnostem extracelulární matrix jednotlivých tkání se decelularizační protokoly významně 
liší ve svých postupech, aby bylo dosaženo maximálně efektivního výsledku. Úspěšnost 
přípravy biomateriálu se odrazí na vlastnostech produkovaného skafoldu, na jeho 
cytokompatibilitě a zachování bioaktivních molekul jako jsou například růstové faktory. Díky 
tomu je následné osazení buňkami, tzv. recelularizace, efektivnější. Přesto příprava funkčního 
skafoldu je pouze prvním krokem ke znovuobnovení poškozené tkáně či orgánu. Úspěch této 
mise je také závislý na buňkách, které jsou vybrány pro osazení; na způsobech recelularizace, 
kdy se využívá statických či dynamických metod; na počtu buněk, případně na kombinaci 
jednotlivých buněčných linií.  
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Celý tento komplexní proces řeší moje disertační práce, zabývající se především 
tvorbou efektivního decelularizačního protokolu, jeho následnou evaluací, a posléze 
i ověřením získaných dat pomocí recelularizace in vitro a in vivo. 
 
2.  SOUČASNÝ STAV POZNÁNÍ  
Tato kapitola je věnována roli tkáňového inženýrství v biomateriálech, shrnuje 
a vysvětluje důvody užití extracelulární matrix jako materiálu pro regeneraci a rekonstrukci 
tkání, popisuje principy a možnosti decelularizačních a recelularizačních metod a technik. 
2.1 Biomateriály v tkáňovém inženýrství 
 
Tkáňové inženýrství je dynamicky se rozvíjející obor, který využívá buňky, 
biomateriály a chemické (především růstové) faktory ve vzájemně se prolínajících 
kombinacích k vytvoření tkáňových náhrad, které mohou pomoci obnově či zcela nahradit 
poškozenou tkáň nebo orgán. Buňky, sloužící k regeneraci a obnově funkce rekonstruované 
tkáně, jsou nejčastěji progenitorové nebo v ideálním případě pluripotentní, jejichž největší 
devizou je vysoký proliferační potenciál a diferenciace v různé buněčné linie. Tyto vlastnosti 
kmenových buněk se nerozvíjejí, pokud nejsou zasazeny do vhodného prostředí, tzv. niché, 
které jim může poskytovat biomateriál, podporující jejich adhezi nebo migraci, také uchovává 
biochemické faktory, je dostatečně porézní pro difúzi živin a naopak pro odvod látek 
odpadních, a v neposlední řadě musí zachovávat ultrastrukturu dané tkáně a vytvářet 
mechanicky odolné prostředí pro přítomné buňky. 
 Biomateriály se dělí do dvou skupin podle toho, jakým způsobem jsou produkovány: 
syntetické a přírodní. Syntetické materiály jsou velmi rozšířené v tkáňovém inženýrství a 
nejčastější metodou jejich vzniku je elektrostatické zvlákňování, které vytváří nanovlákna 
z polymeru za účasti vysokého napětí, přičemž je možné kontrolovat denzitu, porozitu a 
orientaci těchto vláken (Qazi et al. 2015). Jako základní stavební kámen se nejčastěji používá 
kolagen, případně polylaktonové, polyglykonové a polykaprolaktonové polymery. Tyto 
materiály prokázaly vysoký stupeň biodegradace po implantaci, přesto má tato schopnost svá 
rizika jako je uvolňování kyselin, které se stávají toxickými pro okolní buňky (Berthiaume et 
al. 2011). Tyto nosiče bývají využívány jako cílené transportéry léčiv nebo buněk, a to díky 
možnosti modifikace jejich ultrastruktury.  
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Hydrogely spojují vlastnosti syntetických materiálů a biomateriálů, protože jsou 
odvozené jak z přírodních, tak ze syntetických materiálů. Díky kombinaci obou složek je 
možné přírodní materiály chemicky upravovat tak, aby jejich vlastnosti maximálně 
vyhovovaly daným požadavkům. Alginátová vlákna izolovaná z hnědých mořských řas jsou 
univerzálním hydrogelem, díky jehož chemická modifikace vzniká porézní materiál 
s dostatečnou tuhostí a dobrou degradací (Liu et al. 2012). Podobným příkladem hydrogelu je 
i kyselina hyaluronová, jejíž regenerační účinky byly prokázány při rekonstrukci svalových 
poškození (Rossi et al. 2011).   
Kategorie přírodních materiálů zahrnuje látky, které se fyziologicky nacházejí in vivo. 
Příkladem je extracelulární matrix a její komponenty jako je fibronektin, kolagen, hyaluronan, 
chitosan, elastin a další (Nissar et al. 2016). Tyto biomateriály jsou přímou součástí tkáně, 
čímž tvoří specifickou strukturu pro každý typ tkáně, obsahují vazebná místa pro adhezi 
buněk nebo chemických faktorů, které se významně podílí na změnách buněčného chování a 
nevytváří imunologickou reakci (Gilbert et al. 2006). Decelularizace je nástrojem přípravy 
takového biomateriálu a drží se v popředí zájmu tkáňového inženýrství především pro výhody 
izolace extracelulární matrix (ECM) v podobě, která se blíží ideálnímu složení v nativním 
stavu. Další nespornou výhodou je možnost použití alogenní matrix jako dárcovského zdroje, 
protože obsahuje makromolekuly (například kolagen), které jsou evolučně konzervovány a 
jsou shodné napříč živočišnými druhy (Gilbert et al. 2006). Výsledná matrix je po 
decelularizaci tvořena komplexem strukturálních a funkčních molekul (kolagen, laminin, 
fibronektin, glykosaminoglykany, růstové faktory) organizovaných do prostorové sítě 
specifické pro daný typ tkáně.  
Jak už bylo zmíněno výše, tkáňové inženýrství se neomezuje pouze na využití celé 
extracelulární matrix, ale lze izolovat jednotlivé složky a používat je nejen při rekonstrukcích 
tkání, ale především jako podporu regenerace. Typickým příkladem je izolace kolagenu typu I 
používaném jako hydrogel v podobě houbovitě-porézního materiálu či jednolitého filmu. 
Navíc buňky pěstované na těchto materiálech mají vyšší potenciál zachovat si svůj fenotyp 







2.2 Extracelulární matrix 
 
Extracelulární matrix je reprezentována komplexem proteinů, které poskytují každé 
tkáni specifickou strukturu a kompozici. Tato prostorová síť má škálu funkcí, které jsou 
odrazem obsažených komponent. Extracelulární matrix produkují rezidentní buňky, čímž se 
stává tkáňově specifickou strukturou a určuje její mechanické vlastnosti.  Přesto se nedá 
považovat za zcela intaktní strukturu, ale dynamicky se zapojuje do homeostatických pochodů 
v tkáni, má vliv na buněčnou proliferaci, migraci, diferenciaci, slouží jako biochemická 
bariéra a je schopna vázat růstové faktory (Badylak 2015; Ross a Pawlina 2011; Theocharis et 
al. 2016). Největší část extracelulární matrix zaujímá komplex vláknitých proteinů, jako jsou 
kolagen, elastin, fibronektin a laminin.  
Extracelulární matrix obklopuje buňky a komunikuje s nimi pomocí svých 
povrchových receptorů, jako jsou například integriny, které ovlivňují a řídí buněčnou sekreci 
nebo celkově zasahují do buněčného chování (Rozario a DeSimone 2010; Theocharis et al. 
2016). Stejnou funkci mají i růstové faktory, cytokiny či chemokiny, které jsou deponovány 
v ECM a podílejí se tak na biochemických pochodech v celé tkáni či orgánu. Kolagen, 
proteoglykany i glykoproteiny se také významně zapojují do morfogenetických procesů jako 
je migrace kardiomyocytů či buněk crista neuralis (Coles et al. 2006; Matsui et al. 2007; 
Perissinotto et al. 2000; Trinh a Stainier 2004) nebo formování mléčné žlázy, ledvin a plic 
(Rozario a DeSimone 2010).  
Nejvíce zastoupeným proteinem v ECM je kolagen, který je zde obsažený zhruba 
z 90% suché váhy (Rozario a DeSimone 2010). Podjednotky kolagenních vláken se vzájemně 
propojují pomocí kovalentních vazeb, díky čemuž jsou kolagenní vlákna velmi pevná v tahu.  
Protein kolagen měří cca 300 nm a tvoří ho hlava a ocas, které se vzájemně obtáčejí a 
překrývají. Primární struktura kolagenu se odvíjí od alfa řetězců, které následně podstupují 
rozsáhlé post-translační modifikace jako je například hydroxylace prolinu nebo oxidace 
lysinu. Každá třetí aminokyselina tvořící kolagen je glycin, následovaný hydroxyprolinem 
nebo prolinem.  Alfa řetězce kolagenu se posléze stáčejí a vytvářejí helikální strukturu (dříve 
označovanou jako tropokolagen), která se spojuje sacharidovými řetězci, čímž se dá kolagen 
považovat za součást glykoproteinů, které se vyznačují proteinovým jádrem s navázaným 
sacharidovým řetězcem (Raspanti et al. 2018). Ultrastruktura kolagenních vláken, studovaná 
pomocí transmisní elektronové mikroskopie, je tvořena shluky kolagenních vlákének, které 
mají šroubovicovou strukturu. Vlákna obsahují opakující se sekvence příčných proužků, které 
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vytváří typické žíhání kolagenních fibril. Celkově známe přibližně 28 druhů kolagenů, které 
vznikají různou konformací alfa řetězců a jsou kódovány různými geny.  Nejvíce rozšířeným 
typem je kolagen typ I, který je všudypřítomný jak v živočišné, tak rostlinné říši; v lidském 
organismu lze jej nalézt ve šlachách, kde poskytuje odolnost vůči mechanickému zatížení. 
Právě kolagen typu I je nejčastěji užíván v klinické praxi, a to nejen z autologních nebo 
alogenních zdrojů, ale možné jej extrahovat také z jiných živočišných druhů (Badylak 2004). 
Ostatní typy kolagenů jsou také přítomny v ECM, ale v mnohem menší míře a stavba těchto 
podtypů se přizpůsobuje vyžadované funkci – například kolagen IV, který tvoří sítě, má ve 
své terciární struktuře přítomny trhliny, poskytující určitou flexibilitu a umožňují tak 
vzájemné propojení vláken mezi sebou (Boudko et al. 2012).  
Významnou roli ve vývoji obratlovců hraje dimerický glykoprotein fibronektin 
(Badylak 2004; Moretti et al. 2007). Tento protein je kódovaný jedním genem a následný 
splicing jeho mRNA vytváří až 20 různých typů fibronektinu (Pankov a Yamada 2002). 
Fibronektin se skládá ze dvou podjednotek kovalentně spojených disulfidickou vazbou a ty ve 
výsledku vytváří jeho vláknitou strukturu. Tato vlákna jsou vzájemně propojena a vytváří tak 
prostorovou síť, která během embryonálního vývoje obklopuje vyvíjející se tkáně (Davidson 
et al. 2004). Fibronektin můžeme nalézt i ve formě rozpustné, přičemž tato plazmatická 
varianta je nejčastěji syntetizována v játrech (Pankov a Yamada 2002). Hlavní funkcí 
fibronektinu je vazebnost k buňkám, a to prostřednictvím povrchových receptorů, především 
integrinů (Hynes 2002), proto je často využíván v buněčných kulturách jako adhezivní 
substrát. Tento protein není omezen jen na vazbu integrinů, ale váže se také na kolagen, fibrin 
nebo případně na heparan-sulfát (Pankov a Yamada 2002). 
Bazální membrána, jakožto součást extracelulární matrix, se skládá z komplexu 
proteinů, jehož významnou složkou je laminin, dále pak kolagen typ IV, perlekan, nidogeny 
a agriny (Iorio et al. 2015). Laminin je heterotrimer, tvořený α, β a γ řetězci, přičemž každý 
řetězec je kódován svým genem (Aumailley et al. 2005). Tento protein je významně zapojený 
do embryonálního vývoje, a to prostřednictvím jeho vlivu na buněčnou diferenciaci, adhezi, 
migraci a angiogenezi (Durbeej 2009; Hallmann et al. 2005; Li et al. 2002). Role lamininu 
v tkáňovém inženýrství spočívá především během procesu re-epitelizace, kdy vytváří substrát 
například pro keratinocyty epidermis a může ovlivnit jejich motilitu směrem k povrchu, čímž 
dochází k obnovení krycího epitelu. Laminin také hraje podstatnou roli během angiogeneze, 
protože se zapojuje do formace tubulárního charakteru cév (Li et al. 2006).  
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Proteoglykany jsou makromolekulami, skládajícími se z proteinového jádra a 
negativně nabitých heteropolysacharidů vzájemně spojených kovalentní vazbou. Spojení 
těchto dvou komponent má v konečném důsledku vliv na výslednou kompozici ECM, která 
má gelovitou strukturu díky vysokému obsahu vázané vody. Tato struktura napomáhá difúzi 
ve vodě rozpustných látek, a také zajišťuje jistou tuhost extracelulární matrix, čímž se podílí 
na tvorbě nosné konstrukce pro buňky. Jejich funkce se ale neomezuje pouze na opornou 
složku, ale především poskytují vazebná místa pro cytokiny, růstové faktory a chemokiny, což 
potvrzuje domněnku dynamické reciprocity mezi extracelulární matrix a buňkami. ECM je 
jejich prostřednictvím zapojena do mechanismů udržování homeostázy, metabolických 
procesů, koncentraci kyslíku, a díky vazbě růstových faktorů a cytokinů může nepřímo 
ovlivnit diferenciaci kmenových buněk a napomáhat tak během regenerace (Brown and 
Badylak 2014; Cortiella et al. 2010; Murry a Keller 2008). Nejvíce prostudovaným zástupcem 
proteoglykanů je hyaluronan, který se často užívá jako podpůrné médium při rekonstrukci 
tkání, především v kombinaci s dalšími zástupci proteoglykanů jako je chondroitin, chitosan 
nebo dextran (Chang et al. 2006; Moller et al. 2007; Muzzarelli et al. 2012). Hyaluronová 
kyselina je obsažena například ve sklivci, synoviální tekutině, pojivových tkáních a hojně se 
vyskytuje ve fetálních tkáních (Dicker et al. 2014).  
Intaktní extracelulární matrix se neskládá pouze ze strukturálních glykoproteinů a 
proteoglykanů, ale obsahuje také některé bioaktivní molekuly, jako jsou růstové faktory a 
cytokiny, které se významně podílejí na modulaci buněčné kinetiky. Růstové faktory se váží 
na složky ECM, například kyselina hyaluronová váže FGF (fibroblast growth factor), který 
významně podporuje proliferaci fibroblastů a endotelových buněk v místě poškození 
a napomáhá tak hojení rány. Dekorin, jako zástupce glykoproteinů, váže TGF-β (transforming 
growth factor β). Tento růstový faktor se vyskytuje v několika isoformách, které regulují 
syntézu ECM a buněčnou proliferaci (Schultz a Wysocki 2009). Pozitivní vliv na angiogenezi 
má především VEGF (vascular endothelial growth factor), který je esenciálním růstovým 
faktorem pro endotelové buňky (Harmey 2004). Přítomnost těchto faktorů v extracelulární 
matrix má pozitivní vliv především na niché kmenových buněk, přesto není dosud známo, 
jaká je efektivní dávka, případně jakým způsobem by bylo možné tyto faktory aktivovat nebo 





2.3 Decelularizace  
 
Celoorgánová decelularizace je jedním z velkých pokroků na poli tkáňového 
inženýrství a tato technika umožňuje získat extracelulární matrix, zachovávající si strukturu 
a prostorové uspořádání specifické pro daný typ tkáně nebo orgánu. Kombinací fyzikálních, 
chemických a biologických agens lze extracelulární matrix připravit tak, že je možné zachovat 
jak morfologii, tak funkčnost vytvořeného biomateriálu, který je schopen znovuosídlení 
buňkami. Fyzikální metody, které jsou většinou prvním krokem decelularizace, způsobí lýzu 
buněčných membrán, která se dokončí chemickými detergenty nebo enzymy specificky 
narušujícími cytoplazmatický obsah. Buněčné pozůstatky po těchto procesech jsou vyplaveny 
pufry, což má příznivý vliv na redukci imunologicky aktivních molekul, které by mohly po 
implantaci biomateriálu vyvolat jeho odvržení na podkladě imunologické odpovědi 
hostitelského organismu. Promývání extracelulární matrix vytvořené decelularizací (dále 
nazývané jako skafold), má také vedlejší efekt na vyplavení reziduí decelularizačních agens, 
které by také mohly mít škodlivý vliv na imunitní systém hostitele.  
 
2.3.1 Decelularizační agens 
 
Efektivita decelularizace se zvyšuje kombinací všech druhů decelularizačních agens, a 
to fyzikálních, chemických a biologických. Přesto je nutné uzpůsobit volbu decelularizačních 
agens na základě zvolené tkáně či orgánu, a to vzhledem k buněčnatosti tkáně, její kompozici, 
denzitě, obsahu lipidů nebo tloušťce (Crapo et al. 2011).   
2.3.1.1 Fyzikální metody  
 
Teplota 
Teplotní vlivy se v decelularizaci využívají jako série zmražování a rozmražování 
tkáně, což vede k tvorbě intracelulárních krystalů, způsobujících narušení cytoplazmatické 
membrány a vylití obsahu buňky. U této metody decelularizace je nutné sledovat 
a přizpůsobit změny teploty natolik, aby vytvořené intracelulární krystaly nenarušily stavbu 
extracelulární matrix, ale omezily se pouze na lytické změny buněk. Tímto způsobem lze 
připravit skafoldy z chrupavky (Luo et al. 2016), srdeční chlopně (Converse et al. 2012), 
vazivové tkáně a šlachy (Roberts et al. 1991). Aby došlo k odstranění buněčných reziduí, tkáň 
se následně proplachuje izotonickými roztoky.   
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Působení vyššího tlaku 
Mechanické působení, jakožto decelularizační agens, nelze použít na buněčnaté 
orgány nebo orgány s výraznou denzitou (například játra, slezina atd.), ale je vhodnější pro 
orgány s tenkou stěnou (střevní stěna, močový měchýř). Krátkodobé vyvíjení hydrostatického 
tlaku na tkáň či orgány má významný decelularizační efekt především na vaskulární systém, 
ale dochází k vytváření intracelulárních krystalů z důvodu snižování teploty během vyvíjení 
tlaku (Gilbert et al. 2006). Tato technika se s výhodou využívá v kombinaci s detergenty, 
které pronikají do orgánu cestou cévního zásobení. Detergenty proudí krevním řečištěm pod 
určitým tlakem, který napomáhá průniku agens do všech částí orgánu, čímž se výrazně 
zvyšuje efektivita procesu (da Palma et al. 2015). Působení tlaku má svůj význam také při 
produkci práškové varianty extracelulární matrix, která v tkáňovém inženýrství nachází 
poměrně široké využití (Gilbert et al. 2005). 
NTIRE (Non-thermal irreversible electroporation) 
Metoda elektroporace pracuje na principu elektrických pulzů, které vyvolávají tvorbu 
pórů v cytoplazmě na základě destabilizace elektrického potenciálu na jejím povrchu, což 
vyvolá buněčnou nekrózu (Lee and Kolodney 1987; Lee 2005). Aplikace těchto pulzů má 
minimální efekt na morfologii a funkčnost extracelulární matrix za předpokladu, že se zabrání 
přehřívání tkáně či orgánu, způsobující denaturaci proteinů. Přehřívání vzniká v místě 
aplikace elektrod a je závislé na periodě působení elektrického výboje, na typu 
decelularizované tkáně, a také na velikosti výboje (Kurata et al. 2014). Ireverzibilní 
elektroporace je limitována velikostí tkáně či orgánu; navíc je metoda velmi zdlouhavá 
vzhledem k pomalu probíhající nekróze. Buněčná rezidua je třeba vyplavit z tkáně, aby jejich 
perzistence, především zbytků jaderného materiálu, nenavodila imunitní odpověď hostitele.   
Agitace  
Agitace neboli třepání je fyzikální metodou, která se kombinuje s chemickým 
decelularizačním agens, aby se umožnil lepší prostup agens do tkáně. Vzorek se umístí na 
orbitální třepačku a jemným třepáním se agens dostává do nitra tkáně nebo se naopak zbytky 
buněk vyplavují během promývání fyziologickými roztoky. Adekvátní amplituda třepání 
závisí na typu decelularizované tkáně, její denzitě, kompozici a objemu chemického agens. 
Tuto metodu lze použít u jakéhokoliv typu orgánu či tkáně a vzhledem k nenáročnému 
přístrojovému vybavení se pro aplikaci decelularizačního agens velmi často používá.  
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2.3.1.2 Chemická agens 
 
Kyseliny a zásady   
Působením kyselin a zásad na biologický materiál dochází k hydrolytické degradaci 
makromolekul (Crapo et al. 2011), což vede k rozpouštění cytoplazmatických komponent 
a nukleových kyselin a k celkové degradaci buňky. Často využívanou kyselinou pro 
decelularizaci tkání je peroctová kyselina v koncentracích okolo 0,1 %, která je dostatečně 
účinná pro odstranění DNA; navíc vykazuje antimikrobiální schopností (Crapo et al. 2011). 
Pro tyto své vlastnosti nachází uplatnění nejen v decelularizaci, ale také se využívá 
v potravinářském průmyslu jako dezinfekční a čisticí prostředek. Účinky peroctové kyseliny 
byly rozsáhle studovány; výsledky prokazují dobrou decelularizační schopnost této kyseliny 
při odstraňování buněk, a také zachování komponent extracelulární matrix jako jsou například 
glykosaminoglykany (Hodde et al. 1996). Ovšem její použití neskýtá jen výhody, ale má také 
nežádoucí účinky jako například úbytku kolagenu, což se následně promítá do snížení 
stability ECM (Gilbert et al. 2006). Kyseliny se nejčastěji používají pro decelularizaci tkáně 
malé tloušťky, jako je část stěny močového měchýře nebo tenké střevo.   
Zásady, jakožto decelularizační agens, se sice neaplikují tak často jako kyseliny, 
přesto lze jejich potenciál využít v případě denzních tkání jako je například dermis. 
Nežádoucí účinky zásaditých decelularizačních agens se projevují především na poklesu 
obsahu kolagenu v extracelulární matrix, proto se při jejich zařazení do decelularizačního 
protokolu, výrazně sníží koncentrace a zkrátí se doba působení agens. Zástupci zásaditých 
decelularizačních agens jsou hydroxid amonný, hydroxid vápenatý nebo hydroxid sodný 
(Keane et al. 2015).  
Hypertonické a hypotonické roztoky 
Působení roztoků o rozdílných osmotických koncentracích má vliv na buněčné 
membrány a vyvolaný osmotický šok způsobí remodelaci chromatinu, zastavení buněčného 
cyklu, ale také může mít škodlivý efekt na buněčný cytoskelet (Miermont et al. 2013). 
Hypertonické a hypotonické roztoky se proto nepoužívají jako hlavní decelularizační agens, 
ale jejich uplatnění spočívá především v přípravě tkáně pro působení enzymatických či jiných 
chemických agens, které jsou efektivnější v odstranění buněk než hyper/hypotonické roztoky. 
Jejich největší účinek tkví v narušení cytoplazmatické membrány, ale odstranění dalších 
buněčných komponent je nedokonalé až téměř nulové. Jako hypotonické roztoky se používají 
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destilovaná voda, 10mM roztok Trisma base; jako roztoky s vysokou molaritou se aplikují 
například 1M NaCl, 5 M roztok Trisma base nebo 10 mM EDTA (Gilbert et al. 2006).  
Detergenty 
Do této kategorie spadají nejčastěji používaná decelularizační agens, a to především 
díky vysoké efektivitě odstraňování buněk z tkáně. Detergenty jsou amfipatické organické 
sloučeniny, které mají nepolární hydrofóbní řetězec a polární hydrofilní hlavičku. Ve vodném 
roztoku tvoří micely, které umožňují tvorbu stabilních vazeb mezi hydrofilními 
a hydrofóbními sloučeninami v roztoku (Myers 2005). Jejich využití při buněčné lýze spočívá 
v jejich schopnosti solubilizovat cytoplazmatickou membránu, kdy dochází k integraci 
detergentů do membrány a při její saturaci dochází k rozpadu membrány. Koncentrace 
detergentu během decelularizace se pohybuje v rozmezí od 0,1 do 3 % celkového objemu 
roztoku (Wang et al. 2017; White et al. 2017). Podle obsaženého náboje se dají detergenty 
dělit do tří skupin: neiontové, iontové a zwitteriontové (obojetné).  
Iontové detergenty mají buď kladný, nebo záporný náboj a řadí se mezi velmi silné 
detergenty. Jejich působením dochází k porušení protein-proteinových vazeb, což vede 
k denaturaci proteinů, přesto nijak neovlivňuje vazby protein-lipid. Dodecyl sulfát sodný 
(SDS) je nejznámějším a nejrozšířenějším agens na poli decelularizace, a to především díky 
své vysoké efektivitě při narušování cytoplazmatických membrán, DNA a lipidů (Zhou et al. 
2010). Toto agens se zaměřuje na narušení kovalentních vazeb mezi proteiny, a proto se také 
využívá v gelové elektroforéze, kde SDS denaturuje a obalí protein, čímž mu udá stejný náboj 
a proteiny jsou separovány na základě jejich hmotnosti. SDS je tedy účinným nástrojem pro 
odstranění proteinů, ale vzhledem k jeho silným denaturačním vlastnostem je potřeba jeho 
použití náležitě uvážit. Studie, které použily SDS jako decelularizační agens, se liší ve výčtu 
nežádoucích účinků, jako je snížení hodnoty glykosaminoglykanů v ECM, narušení struktury 
kolagenu nebo případně znehodnocení růstových faktorů (Reing et al. 2010; Uygun et al. 
2010). Nicméně je nutné vyzvednout efektivní odstranění jaderných a cytoplazmatických 
komponent jako je například intermediární filamentum vimentin (Woods and Gratzer 2005).  
SDS je často používáno na decelularizaci orgánů s denzní strukturou jako jsou 
temporomandibulární klouby (Lumpkins et al. 2008), ledviny (Sullivan et al. 2012), játra 
(Uygun et al. 2010) nebo kosterní svalovina (Zhang et al. 2016). Dalším zástupcem iontových 
detergentů je deoxycholát sodný (SDC), pracující na stejném principu jako SDS, přesto není 
natolik účinný, což potvrdily i studie Baigueiry et al. (2010). Účelem studie bylo připravit 
skafold z trachey, přičemž jako hlavní decelularizační agens v jejich protokolu účinkoval 
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SDC v koncentraci 4 % po dobu 4 hodin. Efektivní odstranění buněčného materiálu z tkáně 
vyžadovalo, aby se decelularizační protokol opakoval v 25 cyklech. 
Neiontové detergenty jsou látky, které nenesou náboj a jejich denaturační vlastnosti 
jsou velmi omezené; považují se tedy z hlediska narušení protein-proteinových vazeb za slabé 
detergenty. Jejich atraktivnost pro použití v decelularizaci tkví v jejich schopnosti degradace 
protein-lipidových vazeb nebo vazby mezi lipidy. Často se užívají pro izolaci membránových 
proteinů (Seddon et al. 2004). Triton X-100  je nejrozšířenějším neiontovým detergentem 
užívaným v decelularizačních protokolech. V porovnání s iontovými detergenty je Triton X-
100 vhodný při decelularizaci tkání s nižší denzitou a tloušťkou; je také velmi účinným při 
odstranění tukové tkáně. Jeho mírné denaturační účinky mají pozitivní vliv na zachování 
struktury extracelulární matrix, přesto kompletní odstranění cytoplazmatických a jaderných 
komponent je na nižší úrovni, což bylo prokázáno ve studii Grauss et al. (2003), zabývající se 
decelularizací srdeční chlopně různými decelularizačními agens, přičemž jedním z nich byl     
1 – 5% roztok Tritonu X-100, a výsledkem bylo nulové nebo zcela minimální odstranění jader 
z tkáně. Jeho vliv na strukturu tkáně také není bez dopadu, protože ovlivňuje obsah 
glykosaminoglykanů v ECM, případně se podílí na snížení koncentrace glykoproteinů jako je 
laminin či fibronektin (Grauss et al. 2005). Studie Grausse naopak vykazuje kompletní 
odstranění buněk z tkáně srdeční chlopně prasete; přestože jejich protokoly pracují se stejnou 
tkání a se stejnou koncentrací agens (1%), obsahují určité odlišnosti jako například laboratorní 
teplota versus teplota 37 ̊C, kterou použila druhá studie. Proto je nutné mít na paměti i tyto 
drobné nuance a decelularizační protokol „ušít na míru“ danému orgánu či tkáni, kterou 
chceme použít pro přípravu extracelulární matrix.  
Zwiteriontové detergenty spojují vlastnosti iontových a neiontových detergentů, což 
znamená, že mají nižší denaturační účinek než iontové detergenty a nenesou žádný náboj. 
Jejich působením zůstává protein v nezměněném stavu a nedochází ke změně jeho náboje. 
Proto jsou často využívány v 2D elektroforéze (Myers 2005). Konkrétními zástupci těchto 
detergentů jsou například CHAPS a SB-10/16. Tyto detergenty nejsou při decelularizaci tolik 
rozšířené jako zástupci iontových a neiontových detergentů, což je způsobeno jejich 
neefektivním odstraňováním buněčného materiálu z tkání a orgánů, proto se používají 
v kombinaci s jiným detergentem. Přesto i jejich samostatné užití bylo v literatuře popsáno, a 
to konkrétně ve studii, která jako hlavní decelularizační agens uvádí roztok CHAPS při 
decelularizaci krevních cév (Dahl et al. 2003). Použití zwiteriontových detergentů nemá 
škodlivý vliv na skladbu proteinů v extracelulární matrix, nedochází ke snížení jejich 
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množství a morfologie ECM je také dobře zachována. Přesto není jejich užití všeobecně 
rozšířeno především díky nízké efektivitě, týkající se eliminace buněk.  
Chelatační činidla jsou schopna na sebe navazovat kovové ionty a odstraňovat je tak 
z organismu. Hořečnaté a vápenaté ionty jsou esenciální pro buněčné přilnutí ke kolagenu či 
fibronektinu, konkrétně k receptoru Arg-Gly-Asp (Gailit and Ruoslahti 1988; Klebe 1975). 
Při použití chelatační činidel, jako je EDTA a EGTA, dochází k vyvázání těchto iontů, a tím 
se znemožní vazba buněk na proteiny, které jsou součástí extracelulární matrix. Jak EDTA, 
tak EGTA však nejsou schopny efektivně odstraňovat z tkání buňky, a proto je nutné je 
používat v kombinaci s enzymatickými decelularizačními agens (Yang et al. 2010) nebo 
případně s iontovými detergenty (Kang et al. 2017). 
2.3.1.3 Biologická agens 
 
Tato kategorie decelularizačních agens zahrnuje enzymy, jako jsou kolagenázy, lipázy, 
nukleázy, trypsin a další. Jde o skupinu látek, které jsou schopny specificky degradovat 
komponenty zastoupené z převážné většiny v buňkách, přesto se vyskytují i v ECM, tudíž je 
jejich použití velmi omezené vzhledem k potenciálnímu poškození struktur skafoldu. Navíc 
samostatné použití enzymů není žádoucí díky jejich neschopnosti plně eliminovat buněčný 
materiál z tkání. Přesto jejich kompletní vyloučení z decelularizačního procesu není nasnadě 
a enzymy se používají jako prvotní agens, které částečně naruší buněčnou strukturu a činí ji 
tak lépe přístupnou pro hlavní decelularizační agens, což bývá počátečním krokem u tkání 
s denzní strukturou (Yang et al. 2010). Často užívaným enzymem je trypsin, který specificky 
štěpí peptidové vazby a je funkční v prostředí s neutrálním až mírně alkalickým pH, ideálně 
při 37°C. Jak již bylo zmíněno výše, enzymy všeobecně mohou mít neblahý vliv na 
extracelulární proteiny a právě trypsin může při svém působení poškodit kolagen (Yang et al. 
2010), který je nejvíce zastoupeným proteinem ECM a snížení jeho koncentrace koreluje 
s mechanickou nestabilitou skafoldu.  Nukleázy, jakožto další zástupce enzymatických agens, 
mají schopnost hydrolyzovat fosfodiesterovou vazbu a jsou tak téměř nedílnou součástí 
decelularizačních protokolů, protože se účastní degradace nukleových kyselin uvolněných při 
eliminaci buněčného materiálu. Důvod odstranění nukleových kyselin z tkání je prostý; jejich 
přítomnost ve skafoldu je spojena s vytvořením imunitní reakce hostitelského organismu na 
implantát a jeho následným odvržením. DNáza/RNáza jsou zástupci endonukleáz a jsou 




Nejlepší možný decelularizační protokol se neomezuje pouze na jednu skupinu 
decelularizačních agens, nýbrž je kombinuje ve vzájemné kooperaci, čímž zvyšuje efektivitu 
eliminace buněčného materiálu a naopak snižuje možnost poškození struktury ECM. Volbu 
konkrétního agens ovlivňuje samotná tkáň či orgán a jejich morfologie.  
 
2.3.2 Metody aplikace decelularizačního agens 
 
Možnosti aplikace decelularizačního agens mají stejnou strategii výběru jako tomu je 
v případě hledání nejvhodnějšího agens pro odstranění buněk. Je nutné si nejprve uvědomit 
morfologii a funkci decelularizovaného orgánu, také je potřeba zvážit k jakému účelu bude 
připravený skafold sloužit a v neposlední řadě musíme brát v úvahu vlastnosti aplikovaného 
agens. 
Nejrozsáhleji používanou metodou je bezesporu ponoření tkáně do roztoku 
decelularizačního agens a následné umístění na třepačku, jejíž kývavé pohyby napomáhají 
vyplavování buněčného materiálu z tkáně.  Imerze a následná mechanická agitace se užívají 
u agens chemických a biologických, proto je možné tuto metodu uplatnit na většinu tkání 
a existuje velké množství studií, kde byla tato metoda využita; konkrétně pro přípravu 
skafoldu z močového měchýře (Meng et al. 2015), plic (Nonaka et al. 2014), srdce (Silva et 
al. 2016) či kosterní svaloviny (Wassenaar et al. 2015). Rozšířenost této metody je také 
z důvodu nenáročného přístrojového vybavení, které je možné nalézt ve většině laboratoří. 
Délka trvání imerze spojené s agitací se odvíjí od typu decelularizované tkáně, také od její 
tloušťky a denzity, je ovlivněna použitým agens a případně i intenzitou agitace. Kupříkladu 
tenčí tkáně, jako je močový měchýř, lze decelularizovat v kratším časovém intervalu, oproti 
komplexnějším orgánům jako jsou ledviny či trachea, kdy je časový interval značně delší. 
Tato metoda aplikace je vhodná také pro vyplavení decelularizačního agens, což snižuje 
riziko post-transplantačních rizik, která jsou spojována jak s perzistencí DNA, tak může být 
vyvolána zbytky agens v tkáni (Gillies et al. 2011). Aplikace agens pomocí imerze a agitace 
není limitována pouze na agens, ale také se uplatňuje v konečné fázi decelularizačního 
procesu, kdy se aplikuje izotonický pufr, který promývá decelularizovaný skafold a odstraňuje 
již zmiňované zbytky buněčného materiálu nebo případně i pozůstatky decelularizačního 
agens. Imerze a agitace je metodou využitelnou u orgánů, které jsou denzní a skládají se 
z několika vrstev.  
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Využití vaskulárního řečiště pro aplikaci decelularizačního agens je podobně jako 
imerzní technika vhodnou metodou pro odstranění buněk z celého orgánu. Největší předností 
celoorgánové perfúze je přítomnost cévního zásobení téměř ve všech orgánech, tudíž jediné 
omezení skýtá efekt decelularizačního agens na cévní stěnu, případně přístrojové vybavení 
v podobě perfúzní pumpy. Lyzovaný buněčný materiál lze stejnou cestou vaskulárního řečiště 
vyplavit z orgánu. Nejznámější studií, která použila celoorgánovou perfúzi, je decelularizace 
srdce, přičemž Otta et al. (2008) kanyloval aortu potkana a retrográdní perfúzí vpravil do ní 
1% SDS a 1% Triton X-100 a výsledkem byl skafold s identickou strukturou jako intaktní 
srdce ovšem bez přítomnosti buněk. Takto připravený skafold byl osídlen kardiomyocyty, 
čímž se prokázála cytokompatibilita. Recelularizovaný skafold dokonce vykazoval částečnou 
kontraktilitu. V poslední době se některé vědecké skupiny zaměřují na perfúzní decelularizaci 
plic s využitím dvou přístupových cest pro aplikaci agens: cévní řečiště a dýchací trubici. 
Konkrétní případ decelularizace plic uvedla vědecká skupina pod vedením Gilpina et al. 
(2014), kteří porovnávali tři agens (SDS, SDC a CHAPS) aplikovaná perfúzně. 
Decelularizovaný skafold si zachoval strukturu plic, buňky byly úspěšně eliminovány 
a vyplaveny z orgánu, a také došlo k zachování základních komponent ECM, jako jsou 
glykosaminoglykany, kolagen a elastická vlákna.  
Předchozí dva popsané postupy představují nejčastější varianty aplikace 
decelularizačního agens do orgánu, přesto literatura popisuje i další způsoby jako je například 
působení vyššího tlaku nebo superkritické tekutiny. Působení vyššího tlaku zlepší prostup 
decelularizačního agens do orgánu nebo ji lze použít samostatně jako metodu odstranění 
buněk.  
 
2.3.3 Evaluace decelularizace 
 
Decelularizovaná tkáň či orgán jsou významným zdrojem extracelulární matrix, přesto 
aby bylo možné nadále pracovat s tímto materiálem, je nutné jej podrobit řadě testů, které 
odhalí zachování základních komponent. Jestliže by došlo k vážnému poškození morfologie 
či funkce ECM, nelze ji uplatnit v rekonstrukci tkání a orgánů. Série testů zkoumajících 
efektivitu decelularizace především analyzuje je skafold prost buněčného materiálu, jehož 




Mezi základní techniky používané pro zhodnocení efektivity decelularizace se 
používají metody zkoumající tkáň z hlediska zachované mikroskopické struktury (histologie, 
elektronová mikroskopie, imunohistochemie), metody kvantitativní (hydroxyprolinová 
analýza, kvantifikace DNA, glykosaminoglykanů, růstových faktorů, proteomika), metody 
hodnotící decelularizovanou tkáň dle zachované mechanické odolnosti (mechanické testování 
síly v tahu, odolnost vůči hydrostatickému tlaku), techniky zabývající se vztahem buněk a 
skafoldu (cytotoxicita, buněčná proliferace a metabolismus, recelularizace in vitro a in vivo).  
Nejčastější metodou hodnocení efektivity odstranění buněk je standardní histologické 
barvení, hematoxylin eosin. Toto přehledové barvení umožňuje inspekci decelularizované 
tkáně a je prvním hodnotícím krokem při evaluaci. Tkáň nativní bude obsahovat všechny 
struktury typické pro danou tkáň, kdežto v případě decelularizované tkáně je možné pozorovat 
pouze extracelulární matrix, tudíž nejčastěji velké množství vazivových vláken, případně 
zbytky amorfní hmoty, „skelet“ cévního a nervového zásobení. Všechny tyto komponenty 
jsou, v případě efektivní decelularizace, uspořádány prostorově ve stejné matrici, jako je tomu 
ve fyziologickém stavu.  V histologických technikách se využívá velká škála barvících metod, 
které mohou být namířeny na specifické komponenty extracelulární matrix; příkladem jsou 
specifická barvení pro kolagenní vlákna (Massonovy trichromy, barvení siriovou červení, 
Weigert van Giesonovo barvení), elastická vlákna (orcein, aldehydový fuchsin, resorcin-
fuchsin), retikulární vlákna (Gömöriho impregnace stříbrem), bazální membránu (PAS 
metoda, Jonesova impregnace), glykosaminoglykany (alciánová modř).   
Imunohistochemie je spojovacím článkem mezi histologickými a biochemickými 
metodami, protože při této metodě se prokazuje zachování komponent souvisejících 
s morfologií tkáně či orgánu. Na podobném principu pracuje i Western blot, ale ve srovnání 
s imunohistochemií, je citlivější metodou, a navíc ji lze použít k semi-kvantitativnímu 
stanovení proteinů (Taylor et al. 2013).  
Jednou ze základních metod evaluace decelularizace je kvantifikace DNA. Na základě 
mnoha studií se stanovila hraniční koncentrace DNA, jejíž množství ve skafoldu nezpůsobí 
rejekci po jeho implantaci do hostitelova organismu (Nagata et al. 2010; Zheng et al. 2005). 
Prahová hodnota množství dsDNA ve skafoldu je méně než 50 ng DNA na 1 mg 
decelularizované tkáně v suchém stavu. Tato hodnota se může případně lišit u některých 
tkání, přesto je stále používána jako nepsaný standard pro efektivní decelularizaci. Dalšími 
kritérii, které se spojují s termínem úspěšné eliminace buněk z tkáně, jsou nález fragmentů 
DNA kratších než 200 bp a absence buněčného materiálu ve skafoldu po jeho obarvení 
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hematoxylin eosinem nebo DAPI barvením (Crapo et al. 2011). Kvantifikace DNA se provádí 
pomocí interkalačních činidel jako je PicoGreen nebo například propidium jodid.  
Ultrastrukturu skafoldu lze nejlépe vyšetřit pomocí transmisní elektronové 
mikroskopie, přičemž obě varianty, skenovací a transmisní, se používají.  Elektronová 
mikroskopie umožňuje pozorování jednotlivých komponent na jejich submikroskopické 
úrovni, je vhodnou metodou pro zhodnocení neporušenosti bazální laminy, kolagenních 
mikrofibril, absenci organel. Touto cestou je také možné porovnat morfologii nativní tkáně 
versus decelularizované.  
Stanovení objemové nebo hmotnostní koncentrace jednotlivých komponent 
extracelulární matrix je doménou biochemických metod, které umožňují kvantifikovat 
například kolagen hydroxyprolinovou analýzou (Hill et al. 2015), spektrofotometrickým 
zhodnocením pomocí siriové červeně (Kliment et al. 2011), HPLC (Pataridis et al. 2009), 
Sircol analýzou (Lareu et al. 2010) a dalšími, které se zakládají především na změně vlnové 
délky závislé na koncentraci obsaženého kolagenu ve vzorku; laminin pomocí ELISA testů 
(Li et al. 2012), Western blotem (Lea et al. 2016); koncentrace glykosaminoglykanů se 
stanovuje pomocí HPLC (Studelska et al. 2006); spektrofotometrickou analýzou se 
kvantifikují proteoglykany (Afara et al. 2013) a pomocí ELISA testů se měří koncentrace 
růstových faktorů (Caralt et al. 2015).  
Mimo posuzování morfologických charakteristik  decelularizovaného skafoldu, se také 
zkoumají biologické vztahy skafoldu s recelularizovanými buňkami, a to především migrace 
buněk do skafoldu (Hrebíková et al. 2017; Schmitt et al. 2013). Efektivita recelularizace 
skafoldu se nejčastěji hodnotí pomocí histologických technik, a to standardním barvením 
hematoxylin eosinem. Jestliže buňky jsou ochotny migrovat do skafoldu, prokáže se tímto i 
biokompatibilita, která se studuje také jeho implanta do živého organismu (Guan et al. 2015; 
Zhang et al. 2016). Nepřímo se také sleduje vznik zánětlivé reakce, jejíž příčinou může být 
přítomnost cizorodé DNA (Lin et al. 2014). Mimoto se také hodnotí buněčná viabilita buněk, 








Recelularizace je definována jako buněčné osídlení decelularizované tkáně nebo 
orgánu. Přestože recelularizace a decelularizace jsou dva protipóly, tak obě tyto kategorie 
spojuje komplexnost celého procesu. Recelularizace není přímočaré osazení skafoldu 
buňkami, ale je nutné respektovat původní tkáň, musí se transplantovat dostatečné množství 
buněk, které mají proliferační a regenerační potenciál, proto se tak často nepoužívají buňky 
vyzrálé s omezenou kapacitou proliferace. Na skafold se může aplikovat více buněčných 
populací, které zajistí obnovení jak funkčního charakteru tkáně či orgánu, tak rekonstrukci 
cévního zásobení a podpůrné složky tkáně nebo orgánu.  
Výběr vhodné buněčné populace je klíčovým krokem recelularizace stejně jako se 
volba správné metody pro transplantaci buněk do skafoldu, která napomáhá jejich nativní 
distribuci. Nejvhodnějšími kandidáty pro recelularizaci jsou bezesporu kmenové buňky 
vzhledem ke svým typickým vlastnostem jako je schopnost sebeobnovy, vysokému 
proliferačnímu a diferenciačnímu potenciálu a plasticitě. Kmenové buňky užívané v tkáňovém 
inženýrství se dají rozčlenit do několika kategorií dle svých vlastností, a to na embryonální 
kmenové (ES) buňky, fetální buňky, tkáňově specifické kmenové buňky a indukované 
pluripotentní kmenové buňky (Badylak et al. 2011). 
Buňky využívané pro recelularizaci je potřeba redistribuovat v tkáni či orgánu tak, aby 
se dosáhlo původního buněčného složení tkáně či orgánu. Typ buněk se liší orgán od orgánu, 
přesto je možné obecně rozdělit tyto buňky do dvou kategorií: na buňky obnovující 
parenchym, tedy buňky navracející funkci orgánu, a buňky stromální, které syntetizují 
extracelulární matrix. Esenciální buněčnou linií pro recelularizaci skafoldu jsou bezesporu 
endotelové buňky, zajišťující obnovu vaskulárního řečiště, jež je významnou složkou pro 
obnovení funkčního stavu rekonstruovaného orgánu. Endotelové buňky mimo jiné vytvářejí 
antitrombogenní prostředí, protože produkují látky jako trombomodulin, TFPI (tissue factor 
pathway inhibitor) a podílí se na tvorbě oxidu dusnatého a prostacyklinu, které přirozeně 
potlačují shlukování krevních destiček (Yau et al. 2015). Transplantace endotelových buněk 
do decelularizovaného skafoldu se již realizovala na orgánech, jako jsou plíce (Petersen et al. 
2010) nebo kůže (Menon et al. 2003).  
Množství použitých buněk se opět odvíjí od typu rekonstruovaného orgánu vzhledem 
k odlišným mechanickým a funkčním nárokům. Například metabolicky velmi aktivní orgány, 
jako jsou například játra, je možné nahradit pouze z 10 % celkového objemu, což je 
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1010 buněk pro lidský model jater. Naproti tomu kdybychom nahradili zcela poškozenou 
svalovinu srdce pouze z 10 % celkového objemu, nebylo by možné pozorovat zlepšení funkce 
či regeneraci orgánu. Srdce je nutné osadit buňkami v téměř plném počtu, jako je tomu u 
srdce nativního, aby bylo plně funkční (Vunjak-Novakovic et al. 2010). 
Kmenové buňky lze izolovat od stejného jedince nebo je možné použít alogenní 
buňky. Výhodou autologních buněk je absence imunitní odpovědi, proto nemusí být 
příjemcův organismus zatěžován vysokými dávkami imunosupresiv, také se snižují náklady 
na léčbu a nedochází tak často k infekcím. Ale i tyto buňky mají své nevýhody, které jsou 
patrné z jejich nesnadné izolace z organismu, a také nižší výtěžnosti při izolaci. 
Mesenchymální kmenové buňky se používají pro klinické účely, konkrétně při terapii infarktu 
myokardu (Amado et al. 2005; Kawada et al. 2004), při léčbě reakce štěpu proti hostiteli (Le 
Blanc et al. 2004; Prasad et al. 2011) nebo diabetu (Lu et al. 2011). Buňky z alogenního 
zdroje tyto nevýhody postrádají, protože se izolují ve větších množstvích z jedinců s lepším 
zdravotním stavem a nižším věkem; často také ochotněji proliferují a snadněji se modifikují 
tak, aby maximálně vyhovovaly kladeným požadavkům. Navíc nebývají tak náchylné 
k variabilitám v jejich diferenciaci. Přesto jejich užití není spojováno pouze s výhodami, ale 
jejich nežádoucí účinky se projevují při vyvolání imunitní odpovědi, také hrozí riziko 
kontaminace vzorku, případně vnesení cizorodých agens do organismu hostitele (činidlo, 
chemický prostředek, biologické agens). Podobně jako tomu je u autologních transplantací, se 
u alogenních případů používají buňky kostní dřeně, nebo je také zdokumentován případ 
allogenní transplantace fibroblastů (Sher et al. 1983).  
Ovšem tyto kroky jsou pouze začátkem výzvy, kterou rekonstrukce tkání a orgánu 
bezesporu je. Kmenové buňky se v tkáních nacházejí ve specifických lokacích, které 
podporují a regulují jejich produkci. Kombinací vhodného prostředí s adekvátními růstovými 
faktory, dostáváme tzv. niché, což je specifické mikroprostředí obsahující bioaktivní 
molekuly (buněčné signály, růstové faktory) a jejich hlavní funkci je podpora buněčného 
růstu, diferenciace a ochrana buněk před vnějšími vlivy (Jones and Wagers 2008). Ideální 
decelularizovaná tkáň poskytuje toto niché, čímž se takto vytvořený skafold stává místem 
výskytu bioaktivních molekul. I přesto se skafoldy modifikují přidáním růstových faktorů, 
jako například VEGF (Zhou et al. 2013), EGF (Su et al. 2014), bFGF (Lin et al. 2017) nebo 




2.4.1 Embryonální kmenové buňky 
 
Embryonální kmenové (ES) buňky mají pluripotentní charakter, což jim umožňuje 
transformovat se do jakékoliv buňky v organismu. Také mají vysoký proliferační potenciál, 
aniž by docházelo u mateřské pluripotentní buňky k senescenci. Navíc tyto buňky netrpí 
genomovou modifikací typickou pro vyzrálejší buněčné linie (například progenitorové buňky) 
a jsou tak vnímavější vůči prostředí, do něhož jsou vsazeny a jejich vývoj je lépe 
směrovatelný do předurčených specifických linii (Badylak et al. 2011). Terapie ES buňkami 
není obvyklým přístupem léčby onemocnění, proto je limitovaný počet klinických studií, 
zabývajících se použitím těchto buněk. První klinickou studií, zabývající se použitím lidských 
ES buněk v terapii srdečních chorob, byla od skupiny Menasché et al. (2015), kteří 
pluripotentní buňky diferencovali v kardiomyocyty a následně transplantovali pacientům se 
srdečním selháním. Na tyto výsledky v pozdějších letech navázala stejná skupina Menasché et 
al. (2018), která dokumentovala transplantaci lidských ES buněk diferencovaných 
v kardiomyocytární progenitorovou linii u pacientů s dysfunkcí levé předsíně. I přes velmi 
dobré výsledky těchto studií se s užitím ESc vážou jisté nevýhody jako je etické hledisko, 
jejich alogenní použití a riziko tvorby teratomů při jejich transplantaci v pluripotentním stádiu 
(Lees et al. 2007; Nussbaum et al. 2007). Právě nesnadná izolace a etické hledisko 
nasměrovali vývoj k jinému buněčnému zdroji se stejnými vlastnostmi jako ESc, a to 
indukovaným pluripotentním kmenovým buňkám (iPSc).  
 
2.4.2 Indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSc) 
 
Objev transformace adultních buněk v pluripotentní buňky působením transkripčních 
faktorů byl obrovským úspěchem na poli výzkumu a využití kmenových buněk. V roce 2006 
Takahashi a Yamanaka (2006) vytvořili protokol, umožňující dediferenciaci vyzrálých buněk 
pomocí retrovirů exprimujících transkripční faktory Oct4, Sox2, c-Myc a Klf4, umožňujících 
přeměnu myšího fibroblastu v pluripotentní buňku. Využitím tohoto postupu se vyřešilo hned 
několik nevýhod, spojených s užitím ESc, a to neporušení etického hlediska, buňky jsou 
autologní a jejich expanze probíhá in vitro, čímž se staly vynikajícím zdrojem buněk pro 
tkáňové inženýrství. Ovšem i použití iPS buněk není zcela bez nevýhod; jejich slabinou je 
epigenetická modifikace, která není přítomna u ES buněk. Indukované pluripotentní kmenové 
buňky mohou mít díky této vlastnosti pozměněnou genetickou expresi, stejně jako buňky 
28 
 
diferencované ze stejné linie (Maherali et al. 2007). Podobně jako při transplantaci ES buněk i 
u iPS buňky vzniká riziko tvorby teratomů v případě, že jsou transplantovány v indiferentním 
stádiu. I přesto jsou ceněným buněčným zdrojem pro tkáňové inženýrství a již se vyskytly 
studie, které využily iPSc ke znovuosídlení zvířecího skafoldu (Carvalho et al. 2012; Lu et al. 
2013).  
 
2.4.3 Tkáňově specifické kmenové buňky  
 
Tkáňové specifické kmenové buňky tvoří základ jednotlivých tkání a v hierarchii 
kmenových buněk se nachází nejníže. Ve srovnání s ESc a iPSc jsou výrazně limitovány 
v možnosti proliferace a diferenciace a nemohou z nich vznikat komplexní tkáně, ale pouze 
její součásti. Nejčastějším používaným typem jsou kmenové buňky kostní dřeně, tukové 
tkáně, kosterní svaloviny či buňky pupečníkové krve (Ballen 2017; Fikry et al. 2016; Frese et 
al. 2016; Sambasivan a Tajbakhsh 2015). Buňky kostní dřeně se využívají v mnoha 
klinických pokusech, a to při terapii onemocnění akutního charakteru jako je infarkt 
myokardu (Strauer et al. 2002) nebo u chronických chorob jako je osteonekróza (Gangji et al. 
2011) nebo chronické myeloidní leukémie (Sehn et al. 1999). Mezenchymální kmenové 
buňky izolované z kostní dřeně se diferencují ve stromální nebo funkční složky orgánů jako je 
kosterní svalovina, kost nebo případně endotelové buňky a myocyty hladké svaloviny, kdy 
obě tyto linie dokáží rekonstruovat cévní zásobení. Snadná izolace a dobrá výtěžnost při 
expanzi těchto buněk je velkým pozitivem tohoto typu buněk, které nacházejí uplatnění v 
klinické praxi.  
 
2.4.4 Způsoby recelularizace 
 
Metody recelularizace jsou dvojího druhu, a to statická a dynamická recelularizace, 
přičemž statická decelularizace se charakterizuje jako vpravení buněk do skafoldu a 
dynamická recelularizace zapojuje vnější metody osázení jako je perfúze, bioreaktory nebo 
magnety (Rana et al. 2015). Vzhledem k vyšší efektivitě se častěji používají metody 
dynamické recelularizace. Jako ideální využití injekčního vpravení buněk do skafoldu je 
metoda perfúzní, která je efektivnější z hlediska uniformní distribuce buněk v orgánu. Studie, 
zabývající se decelularizací a recelularizací potkaního srdce (Robertson et al. 2014), 
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porovnávala efektivitu perfúze buněk, a to hned 3 cestami: přímý vstřik buněk do aorty, 
vpravení buněk cestou a. brachiocephalica  a kombinaci žilního (v. cava inferior) a tepenného 
cévního zásobení (a. brachiocephalica). Pro osídlení si tato vědecká skupina zvolila potkaní 
aortální endotelové buňky a neonatální potkaní kardiomyocyty. Jako nejlepší přístupovou 
cestou se ukázala kombinace arteriálního a venózního řečiště, a také došlo k obnovení 
kontraktility myokardu. Dalším příkladem využití cévního řečiště byla decelularizace a 
recelularizace jater (Uygun et al. 2010), kdy se buňky transplantovaly čtyřmi vpichy do 
portálního řečiště, a to v počtu cca 20 % celkové masy buněk jater potkana. I takto malé 
množství buněk ovšem dokázalo obnovit buněčnou populaci jater z 95 %. Ovšem perfúzní 
recelularizace skýtá jistá negativa, a to především vystavení skafoldu opakovanému 
mechanickému tlaku způsobenému kolujícím perfuzátem, které se může promítnout na jeho 
morfologii, případně může poškodit buňky.  Dalším limitem této metody je koncentrace 
buněk, kdy při příliš vysokém počtu buněk hrozí nebezpečí tvorby agregátů, které poté 
podléhají nekróze.    
Dynamická recelularizace není pouze otázkou osazení skafoldu buňkami pomocí 
perfúze, ale existují i jiné alternativní postupy, které zahrnují například použití magnetických 
částic nebo bioreaktor. Příkladem použití magnetických částic, které mají zvýšit efektivitu 
recelularizace je studie Shimizu et al. (2007), který použil k osídlení decelularizované a. 
carotis communis NIH/3T3 fibroblasty, buňky hladké svaloviny a lidské kožní fibroblasty. 
Jednotlivé buněčné kultury obsahovaly magneticky označené lipozomy, které do buňky 
pronikají na podkladě elektrostatické interakce s negativním nábojem na povrchu buňky. 
Úspěšnost recelularizace byla 99% v případě použití magnetu a pouze 13% úspěšnost 
vykazovala metoda bez magnetu. Přesto vystává otázka toxicity lipozomů, které mohou svou 
přítomností zpomalovat růst (Ito et al. 2004), a také není zcela znám způsob vyloučení 
lipozomů z buňky.   
Bioreaktor je modifikací perfúzní recelularizace, přičemž vytváří podmínky velmi 
blízké in vivo podmínkám. Srdcem tohoto přístroje je perfúzní pumpa, která vytváří 
kontinuální průtok média rekonstruovaným orgánem a zvyšuje tak efektivitu homogenní 
distribuce buněk v orgánu. Rychlost průtoku musí být upravena vzhledem k vlastnostem a 
morfologii orgánu, aby nedocházelo k poškození struktur vlivem příliš vysoké rychlosti 
průtoku (Park et al. 2008). Velmi důležitou součástí bioreaktoru je oxygenátor, který se stará 
o dostatečné okysličení recelularizovaného orgánu; jeho přítomnost je zásadní u orgánů, které 
ještě nemají vytvořené funkční kapilární řečiště. Oxygenátor produkuje jak kyslík, tak oxid 
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uhličitý, který se stará o udržování pH. Funkce bioreaktoru není omezena pouze na perfúzi, 
ale umožňuje vystavovat progenitorové buňky biomechanickým stimulům, které nastartují 
jejich diferenciaci. Typickým příkladem jsou endotelové buňky, které se uspořádají tak, aby 
byly ve směru toku (Lovett et al. 2009).  Vnější stimuly mohou také ovlivnit adultní kmenové 
buňky myokardu, které po se po implantaci do skafoldu srdce vystaví elektrickým stimulům a 
navodí tak synchronizovanou kontrakci (Bursac et al. 2007). Podobným způsobem se 
ovlivňuje rekonstruovaná plicní tkáň, která se vystavuje mechanické ventilaci, což má 
pozitivní vliv na vývoj alveolů, proliferaci a diferenciaci epitelu dýchacích cest (Petersen et 
al. 2010).  
Druhým možným způsobem je pasivní recelularizace, tedy kultivace skafoldu in vitro 
s buňkami jedné nebo vícera populací. Ovšem tato metoda má velmi nízkou úspěšnost, 
a proto se kombinuje s recelularizací pomocí injekčního vpichu. Výhodou je přesná topografie 
místa vpichu, a tím lepší kontrola místa pro osazení buňkami. Tato výhoda se může stát také 
nevýhodou u skafoldů malých zvířat, kde hrozí riziko potenciálního poškození struktury 
nepřesným vpichem. 
Přestože je tématika recelularizace celých orgánů prostudována velmi podrobně, 
neustále se vynořují nové výzvy pro vytvoření funkčního orgánu. Překážek je mnoho, 
například nativní prostorová distribuce buněk, vzájemná interakce mezi buňkami, dostatečná 
denzita a počet transplantovaných buněk, funkční revaskularizace tkáňového skafoldu a 
mnoho dalších, které se odkrývají s dalšími poznatky v tomto odvětví. Navzdory tomu se již 
objevily studie, které použily rekonstruované orgány v klinické praxi. Příkladem je 
transplantace recelularizované průdušnice (Macchiarini et al. 2008). Takto připravená trachea 
byla osídlena buňkami příjemce (epitelové buňky bronchu a chondrocyty) a skafold se umístil 
společně s buněčnou kulturou do bioreaktoru po dobu 96 hodin. Transplantace proběhla 
úspěšně a kontrolní výsledky po 4 měsících po operaci vykazovaly dobré začlenění 
transplantátu, a to bez použití imunosupresivní léčby vzhledem k použití autologních buněk. I 
po pěti letech byl transplantát funkční, přestože v blízkosti průdušnice se vytvořilo po-
operační zjizvení tkáně. Ovšem tento postup není možné použít pro pacienty s urgentní 
potřebou transplantace, protože celková doba produkce přesáhla 6 týdnů. Zrychlení procesu 
přípravy skafoldu pro implantaci dosáhla jiná vědecká skupina (Elliott et al. 2012), jejichž 
experiment se týkal transplantace recelularizované průdušnice osídlené mezenchymálními 
kmenovými buňkami a autologními buňkami respiračního epitelu; pro podporu 
chondrogeneze a angiogeneze se podával lidský erytropoetin a TGF-β. Transplantát byl po 
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týdnu po operaci plně revaskularizován a v jeho okolí byla silnější infiltrace neutrofily. Po 
dvou letech inspekce transplantátu se potvrdila jeho funkčnost.  
Ovšem nejen recelularizované skafoldy nacházejí své upotřebení v klinické praxi. 
Nepoměrně delší dobu se pro regeneraci poškozených tkání a orgánů používají 
decelularizované tkáně. Jedním z příkladů je MatrACELL, což je extrahovaná lidská ECM, 
která se používá při ortopedických operacích, kraniomaxilárních nápravách a hlavně při 
rekonstrukcích měkkých tkání, a také pomáhá při hojení chronických i akutních ran (Moore et 
al. 2015). MatrACELL se snadno začleňuje do okolních tkání, po cca 30 dnech dochází 
k vaskularizaci a samovolné recelularizaci in vivo, po operaci se vytváří menší jizva. Dalším 
dokumentovaným příkladem použití decelularizovaného skafoldu v praxi je náhrada 
poloměsíčité chlopně (Cebotari et al. 2011) izolované z lidského kadaveru. Takto připravená 
chlopeň byla transplantována 38 pacientům, kteří byli sledováni po dobu pěti let. Průběžné 
kontroly odhalily, že nedošlo ani k jednomu úmrtí spojenému s dysfunkcí nebo jakýmkoliv 
poškozením voperované chlopně; všechny chlopně se recelularizovaly autologními buňkami 
pacientů, nevykazovaly známky kalcifikace a jejich mechanická odolnost byla srovnatelná 
s nativními chlopněmi.  
Překážky, které musí obor tkáňového inženýrství řešit, se objevují téměř na každém 
kroku při rekonstrukci tkání a orgánu. Samotná příprava dostatečně biokompatibilního 
materiálu je stálou výzvou, a přestože se mnohé studie blíží k ideálnímu výsledku, tak 
vyvstávají další otázky, jako například kolik buněk je potřeba pro vytvoření autonomního 
orgánu s obnovenými funkcemi a morfologií? Jak je dopravit na jejich niché? Jaký typ 
kmenových buněk použít a v jakém stádiu? Je možné kontrolovat jejich diferenciaci? 
Všechny buněčné typy mají svá pozitiva, která ale nejsou bez limitů či případných 
nežádoucích účinků. Tkáňově specifické kmenové buňky jsou skvělým nástrojem pro 
obnovení menších tkáňových a orgánových defektů, jsou snadno izolovatelné, proto je možné 
použít autologní buňky. Přesto jsou limitovány proliferační a diferenciační kapacitou, snáze 
podléhají senescenci než embryonální a indukované pluripotentní kmenové buňky. Ovšem 
tyto buňky nejsou zcela bez vady vzhledem k jejich nekontrolovatelné diferenciaci a sklonu 
k tvorbě teratomů. Jak již bylo řečeno dříve, recelularizace je velmi komplexní, a proto je 




2.5 Morfologie kosterní svaloviny   
 
Základní stavební jednotkou kosterní svalové tkáně je svalové vlákno, vznikající 
během jejího vývoje splynutím myoblastů. Takto vytvořené svalové vlákno obsahuje ve své 
sarkoplazmě velké množství jader lokalizovaných na periferii těsně pod sarkolemou. 
Sarkoplazma mimo jádra obsahuje sarkoplazmatické retikulum, mitochondrie a běžnou 
organelovou výbavu.  Ovšem nejdůležitější komponentou sarkoplazmy jsou myofibrily, 
skládající se z menších úseků, sarkomer, které vznikají specifickým prostorovým 
uspořádáním myofilament.   
Myofilamenta, jakožto kontraktilní elementy, jsou dvojího druhu: aktin a myozin, 
přičemž jejich odlišná tloušťka společně s jejich pravidelným střídáním vytváří dojem žíhání. 
Tlustá filamenta tvoří pouze myosin, skládající se ze dvou polypeptidů, lehkého a těžkého 
řetězce, kdy těžký řetězec vybíhá v hlavičku. Tato hlavička obsahuje dvě vazebná místa, 
jedno pro ATP a druhé pro aktin. Tenká filamenta netvoří pouze aktin, ale přikládají se k nim 
další struktury jako je troponin a tropomyosin, které se spojují v troponin-tropomyosinový 
komplex, překrývající vazebné místo pro myosin během stavu svalové relaxace.  
Sarkoplazmatické retikulum vytváří síť těsně obklopující myofibrily. Jedna tato 
organela sahá od A úseku až po I úsek jedné sarkomery. V místě kontaktu dvou 
sarkoplazmatických retikul se vytváří terminální cisterny, které slouží jako rezervoár pro 
uchovávání vápenatých iontů nezbytných pro svalovou kontrakci, protože se vážou na 
troponin-tropomyosinový komplex, a tím se odhalí vazebné místo aktinu pro myosin. Mezi 
dvě terminální cisterny se vchlipuje sarkolema a tvoří T tubulus, který umožňuje rychlé 
vedení depolarizace vyvolané uvolněním neurotransmiteru z motorické ploténky. T tubulus 
tímto způsobem zvýší propustnost terminálních cisteren a dochází k uvolnění vápenatých 
iontů do sarkoplazmy. Vzhledem k energetické náročnosti celého procesu kontrakce se 
v sarkoplazmě hojně vyskytují mitochondrie, dodávající ATP.   
Svalová vlákna mají bohaté nervové zásobení zajišťované motorickými neurony, které 
jsou v kontaktu se sarkolemou svalového vlákna prostřednictvím motorické ploténky. 
Synaptické váčky terminální části axonu neuronu obsahují neurotransmiter acetylcholin, který 
se váže na acetylcholinové receptory sarkolemy, která je v místě motorické ploténky výrazně 
zprohýbaná. Navázáním acetylcholinu dochází ke zvýšení propustnosti sarkolemy pro sodík, 
čímž dojde ke změně náboje a sarkolema se depolarizuje, což má za následek výše uvedené 
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procesy. Jediný neuron může inervovat menší či větší počty svalových vláken, přičemž svaly, 
zajišťující jemnou motoriku, obsahují menší počet svalových vláken inervovaných jednou 
motorickou jednotkou.   
Povrch svalového vlákna je krytý vrstvou řídkého kolagenního vaziva, endomyzia, 
které s obsaženým cévním zásobením poskytuje kosterní svalovině dostatečný přísun kyslíku 
a živin potřebných pro pokrytí metabolicky náročného procesu. Svalová vlákna se spojují do 
většího celku, svazku, které má na svém povrchu perimyzium. Celý sval jakožto orgán je kryt 
fascií, hustým kolagenním vazivem, které se připojuje k samotné svalovině pomocí epimyzia.  
Kosterní svalovina vzniká během embryonálního vývoje z intraembryonálního 
mezodermu, konkrétně z paraaxiálního mezodermu, který se člení v somity (dermomyotom a 
skelerotom). Dermomyotom se dále člení na epaxiální a hypaxiální část, přičemž epaxiální 
dermomyotom je základem pro formování hlubokých svalů zad; naproti tomu hypaxiální 
dermomyotom  je důležitým zdrojem pro tvorbu svalů končetin a hrudníku. Svaly 
kraniofaciální oblasti jsou pak tvořeny přímo z paraaxiálního mezodermu. Signální dráhy 
specifických transkripčních faktorů, jako jsou MyoD a Myf5, hrají zásadní roli v diferenciaci 
kosterní svaloviny. Během embryonálního vývoje dochází k fúzi myoblastů, vytváří se 
myotuby a formují se primární svalová vlákna; následně se morfologicky definuje sarkolema 
na povrchu svalových vláken a lze pozorovat vznik satelitních buněk, které se nachází mezi 
sarkolemou a laminou externou svalového vlákna (Cossu a Biressi 2005). Satelitní buňky jsou 
klidové kmenové buňky, účastnící se regenerace kosterní svaloviny postnatálně.  
Tyto kmenové buňky mohou být aktivovány při poškození svalového vlákna a dochází 
k jejich proliferaci a migraci na místo potřeby. Zde dochází k jejich splynutí a tvorbě myotub, 
které se následně diferencují ve svalová vlákna. Celý proces je řízen, z molekulárního 
hlediska, přes transkripční faktory Myf5, MyoD a MRF (Charge and Rudnicki 2004). Ovšem 
v místě poškození se nevyskytují jen pro-myogenní buněčné populace, ale také fibroblasty a 
buňky zánětlivé reakce jako jsou neutrofilní granulocyty a makrofágy. Tyto buňky mají za 
úkol fagocytovat zbytky svalových vláken, a také mohou účinkovat jako iniciátoři regenerace 
ve smyslu aktivace pro-myogenních elementů (Merly et al. 1999). 
Důsledná znalost anatomické a morfologické charakteristiky kosterní svaloviny 
napomáhá vytvořit biomateriál s vlastnostmi a strukturou téměř identickými s nativní tkání. 
Jedním ze způsobů, jak vytvořit takovýto materiál, je decelularizace svalové tkáně.  
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2.6  Decelularizace kosterní svaloviny 
 
V současné době existují dva možné přístupy vývoje biomateriálů pro regeneraci 
kosterní svaloviny; je to buď tvorba konstruktů kosterní svaloviny in vitro, které podpoří 
regeneraci svaloviny nebo skafoldů k regeneraci poškozené svaloviny in vivo. Skafold 
napodobuje buněčné uspořádání a stimuluje znovuobnovení cévní a nervového zásobení, 
může sloužit jako transportér pro progenitorové buňky, aby došlo k navýšení počtu buněk 
schopných regenerovat vytvořené poškození tkáně společně s buňkami rezidentními. Ovšem 
skafold nemusí být osazen jen kmenovými buňkami, ale také může být obohacen o růstové 
faktory. Velmi důležitým faktorem pro výběr vhodného skafoldu je jeho schopnost postupně 
degradovat tak, aby byla poškozená tkáň dostatečně stabilní před úplným odbouráním 
biomateriálu.  
Decelularizovaná kosterní svalovina, jakožto biomateriál nahrazující poškozenou nebo 
chybějící tkáň, je užitečným nástrojem pro regeneraci. Decelularizace tkání je poměrně 
rozšířenou metodou tkáňového inženýrství a je možné ji aplikovat na téměř jakoukoliv tkáň či 
orgán. Metody používané pro odstranění buněčných komponent z tkáně nejsou v případě 
kosterní svaloviny odlišné od popsaných způsobů v kapitole „Decelularizace“; příprava 
skafoldu nejčastěji zahrnuje působení chemických agens (především SDS a/nebo Tritonu X-
100) společně s enzymy (Hurd et al. 2015; Waasenaar et al. 2015; Zhang et al. 2016). 
Procesy, které se dějí po implantaci decelularizovaného skafoldu, korespondují 
s procesy probíhajícími během regenerace svalových poškození malého rozsahu, které je 
kosterní svalovina schopna opravit bez vnějšího zásahu. Regenerace kosterní svaloviny 
probíhá ve třech krocích: fáze degenerace, regenerace a následná remodelace (Badylak et al. 
2016). Degenerace poškozené kosterní svaloviny zahrnuje porušení kontinuity svalového 
vlákna a přilehlých stromálních struktur (řídké kolagenní vazivo a ECM) a vcestování 
prozánětlivých buněk. Jestliže nedojde k porušení laminy externy svalového vlákna, následuje 
fáze regenerace, při níž jsou aktivovány satelitní buňky. Ty pak migrují k místu poškození,  
diferencují se v myoblasty a po jejich fúzi vznikají syncytia, svalová vlákna. Vytvoření 
plnohodnotné kosterní svaloviny se děje v průběhu fáze remodelace, kdy dochází k prostorové 
organizaci nově vzniklých svalových vláken a k vyvinutí funkčních jednotek, myofilament, 
umožňujících svalovou kontrakci. V případě, že dojde k poškození či dokonce ztrátě svalové 




Obr. 1 Schematické znázornění regenerace kosterní svaloviny. A) Satelitní buňky 
uložené mezi sarkolemou a laminou externou svalového vlákna. B) poranění; satelitní buňky 
jsou rekrutovány do místa poškození a proliferují. C) Proliferující satelitní buňky splývají a 
formují tak nevyzrálá svalová vlákna, která fúzují s existujícími, plně diferencovanými vlákny 
(D). Dochází k novotvorbě myofilament, aby se vytvořila funkční tkáň. V případě poškození 
svalové tkáně ve větším objemu (E) je narušena souvislost laminy externy a dochází k migraci 
fibroblastů (F). Fibroblasty začínají produkovat kolagenní vlákna, což vede k formování 
vazivové jizvy. Převzato z: Grasman J. M. et al. 2015 
V okamžiku porušení svalového vlákna dochází k uvolnění cytosolu do extracelulární 
matrix, což má za následek migraci prozánětlivých buněk do místa poškození. Také se 
vypouštějí chemotaktické látky jako je bFGF a transferin (Tidball 1995). Na tento podnět 
reagují neutrofily a makrofágy s fenotypem M1 (prozánětlivé), které parakrinně aktivují 
klidové satelitní buňky (Tidball et al. 2014). M1 makrofágy se následně transformují do svých 
antagonistů, M2 makrofágů, které jsou hlavními modulátory fáze remodelace. Extracelulární 
matrix cíleně ovlivňuje konverzi fenotypu makrofágů (Sicari et al. 2014).   
Samotná implantace ECM není jediným přínosem pro poškozenou kosterní svalovinu, 
ale její následná degradace působí chemotakticky na pro-myogenní buňky (Reing et al. 2009). 
Studie Gilberta prokázala, že decelularizovaný skafold se po implantaci rozpadne přibližně za 
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30 dní, ovšem co se týká skafoldu připraveného z denzní tkáně, například z hustého 
kolagenního vaziva dermis, doba úplné degradace se prodlužuje až na 12 měsíců (Gilbert et 
al. 2007).  
Po implantaci skafoldu dochází k jeho brzké buněčné infiltraci, přičemž se zde 
nacházejí i buňky, které ke skafoldu migrují v průběhu jeho degradace. Aby došlo k funkční 
obnově místa poškození, je zapotřebí mechanického zatížení, které má za efekt postupnou 
náhradu v podobě kosterní svaloviny. Ovšem nelze očekávat úplné obnovení původního 
funkčního rozsahu, ale pouze částečnou obnovu (Turner et al. 2010). Mechanické zatížení 
implantovaného skafoldu navíc přispívá k angiogenezi, fyziologickému uspořádání buněk a k 
migraci tkáňově specifických kmenových buněk (Ambrosio et al. 2009).  
 
2.7  Recelularizace skafoldu kosterní svaloviny 
 
Velmi slibnou buněčnou populací používanou pro regeneraci kosterní svaloviny jsou 
satelitní buňky, které jsou navíc přirozenou součástí svalových vláken, kde jsou lokalizovány 
mezi sarkolemou a laminou externou a setrvávají zde v klidovém stavu. Tyto Pax7+ buňky se 
dají snadno izolovat z jednotlivých svalových vláken a po jejich transplantaci do místa 
poškození splývají s existujícími vlákny a znovuobnovují svalovou funkci, přičemž jediná 
satelitní buňka vytvoří až 100 svalových vláken (Juhas and Bursac 2013).  Přestože mají 
satelitní buňky obrovský potenciál, mnoho studií má velmi variabilní výsledky při použití této 
buněčné linie, a to díky nedokonalé izolaci, kdy výsledná buněčná kultura není homogenní a 
obsahuje i jiné buňky, čímž se snižuje regenerace. Řešení problému tkví v použití FACS, kdy 
jsou buňky izolovány na základě exprese Pax7 (Bosnakovski et al. 2008). Transplantace 
aktivních satelitních buněk se také odrazí na navýšení počtu klidových satelitních buněk, čímž 
se nepřímo zvyšuje regenerační potenciál kosterní svaloviny (Péault et al. 2007).  
Další potenciální buněčnou linií pro regeneraci kosterní svaloviny jsou tzv. kmenové 
buňky odvozené od kosterní svaloviny, muscle derived stem cells (MDSc), které mají 
schopnost sebeobnovy, vysoký proliferační potenciál, napomáhají novotvorbě dystrofin+ 
svalových vláken u mdx myší, a také jsou multipotentní (Qu-Petersen et al. 2002). Injekční 
vpravení těchto buněk do krevního oběhu napomáhá regeneraci svalových vláken, doplnění 
zásob klidových satelitních buněk a zlepšení pohybové funkce pozorovatelné u psů s 
Duchennovou svalovou dystrofií (Rouger et al. 2011). Transplantace MDSc do kosterní 
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svaloviny má dokonce vyšší regenerační potenciál než transplantace satelitních buněk (Péault 
et al. 2007). 
Léčba svalových dystrofií se částečně uskutečňuje za použití mesangioblastů, 
realizované pouze na zvířecích modelech, jako jsou psi nebo myši (Sampaolesi et al. 2006; 
Sampaolesi et al. 2003). Buněčná linie byla poprvé izolována z dorzální aorty myši 
v embryonálním stádiu a analýza jejich markerů zjistila, že tyto buňky mají schopnost 
sebeobnovy, mohou se diferencovat do různých typů tkání (kosterní a srdeční svalovina, kost, 
chrupavka) (Berry 2015; Minasi et al. 2002). Ovšem výskyt mesangioblastů není limitován 
pouze na embryonální stádium, ale tyto buňky se mohou izolovat i postnatálně. Transplantace 
se nejčastěji děje intravenózní cestou, přičemž mesangioblasty se předtím in vitro vystavují 
vlivu SDF-1 nebo TNF-α, a tím je usnadněna jejich migrace in vivo ke svalu postiženému 
dystrofií (Galvez et al. 2006). Tyto buňky jsou schopné se diferencovat v myoblasty, které 
fúzují a vytváří funkční svalová vlákna (Sampaolesi et al. 2006).  
Transplantace mezenchymových kmenových (MS) buněk může být také jednou 
z odpovědí na otázku recelularizace kosterní svaloviny, a to především díky schopnosti 
sebeobnovy; tyto buňky jsou multipotentní, mohou modifikovat imunitní reakci (Ichim et al. 
2010), lze je snadno izolovat z kostní dřeně, případně z tukové tkáně. Přesto nejsou zcela 
ideálním zdrojem pro regeneraci kosterní svaloviny, což dokázala studie Liu et al. (2007), kdy 
transplantovali mezenchymální kmenové buňky do nekroticky poškozené svaloviny myši se 
svalovou dystrofií, přičemž se neprokázalo zlepšení funkce svalu, ale pouze se objevila 
dystrofin+ svalová vlákna. Nejpravděpodobnější příčinou tohoto problému je kontinuální 
exprese genů mezenchymových buněk po jejich proběhlé transformaci ve svalová vlákna 
(McCullagh a Perlingeiro 2015). Jejich přínos pro regeneraci kosterní svaloviny ovšem není 
zanedbatelný vzhledem k parakrinnímu efektu na okolní buňky, čímž se zvyšuje regenerační 
potenciál (Sassoli et al. 2012).  
Indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSc) jsou dalším možným zdrojem buněk 
pro recelularizaci skafoldu kosterní svaloviny. iPS buňky vznikají z plně diferencovaných 
somatických buněk po působení kombinace transkripčních faktorů. Takto vzniklé buňky lze 
dále diferencovat in vitro za pomoci myogenních regulátorů jako je Pax3 a Pax7 (Darabi et al. 
2008) a vznikají tak myogenní elementy vhodné pro transplantaci. Takto připravené buňky po 
transplantaci výrazně podpořily novotvorbu funkčních svalových vláken a přispěly také 
k aktivaci satelitních buněk (Darabi et al. 2009). iPS buňky jsou atraktivní pro tkáňové 
inženýrství z důvodu generování buněk pacientu vlastních, které se následně použijí 
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k autologní transplantaci. Konkrétní využití autologních buněk pacienta bylo zaznamenáno 
například při léčbě makulární degenerace (Kamao et al. 2014). Přesto zatím nebyly 
publikovány studie, zabývající se regenerací kosterní svaloviny pomocí indukovaných 
























3. CÍLE PRÁCE  
Hlavními cíli této disertační práce bylo: 
! připravit dostatečně efektivní a zároveň šetrný decelularizační protokol k odstranění 
buněk z kosterní svaloviny 
! histologická a biochemická evaluace připraveného skafoldu kosterní svaloviny 
! stanovení kompatibility připraveného skafoldu s různými buněčnými kulturami 
v experimentech in vitro 





















4. MATERIÁL A METODIKA  
 
4.1 Pokusná zvířata  
 
Všechny pokusy na laboratorních zvířatech byly prováděny ve viváriu Lékařské 
fakulty v Hradci Králové. Experimenty in vitro a in vivo byly schváleny Odbornou komisí pro 
práci s pokusnými zvířaty Lékařské fakulty v Hradci Králové dle platného zákona č. § 18 
písm. b, h zákona č.246/92 Sb. a zákona 312/2008 Sb. na ochranu zvířat proti týrání ve znění 
pozdějších předpisů a § 11 vyhlášky č. 39/2009 Sb. o ochraně chovu a využití pokusných 
zvířat. Pokusy byly provedeny na myších kmenu C57BL/6 stáří 8 – 12 týdnů o průměrné 
hmotnosti 30 g. Myši jsou chovány za standardních podmínek při konstantní teplotě.  
 
4.2 Buněčné linie 
 
4.2.1 Kultivace C2C12 myoblastů 
 
Pro experiment se použily myší myoblasty buněčné linie C2C12 (ATCC). Kultivační 
médium pro tyto buňky obsahovalo DMEM médium (Invitrogen), 10% FBS (Invitrogen) a 
100 U/ml pencilin/streptomycinu (Invitrogen). Kultivace těchto buněk probíhala 
v kultivačních lahvích o objemu 75 cm2 při 37 °C a 5% CO2.  
 
4.2.2 Izolace a kultivace kmenových buněk odvozených od kosterní svaloviny 
(MDSc)  
 
Myši kmene C57BL/6 se usmrtí éterem a následně jim jsou oholeny zadní končetiny. 
Provede se excize kosterní svaloviny (m. gastrocnemius, soleus nebo quadriceps femoris) a 
svalovina se umístí do centrifugační zkumavky s HBSS pufrem (Invitrogen). Další práce 
s tkání probíhá v laminárním boxu a postupuje se podle protokolu publikovaného Lavasanim 
(Lavanasi et al. 2013).  
Kultivační médium pro MDSc obsahuje DMEM (Invitrogen), obohaceném o 4,5 g/L 
D-glukózy, L-glutamin, 110 mg/L pyruvátu sodného, 10% bovinní sérum, 10% koňské sérum, 
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0,5% fetální kuřecí extrakt (Invitrogen) a 100 U/ml pencilin/streptomycinu (Invitrogen) a 
samotná kultivace probíhá při 37°C v inkubátoru s 5% CO2. Médium se mění každý 2. den a 
buňky se pasážují při dosažení 70-90% konfluence. Buňky použité k osazení skafoldu byly 
v 1. pasáži.  
  
4.2.3 Izolace a kultivace myogenních progenitorových buněk  
 
Pro experiment byly použity lidské plicních fibroblasty WI38 (Sigma), které se 
reprogramovaly dle protokolu CytoTune ™ -iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit (Invitrogen). 
Z takto připravených iPS buněk se diferencovaly myogenní progenitorové buňky, a to podle 
protokolu publikovaném Sheltonem (Shelton et al. 2016). Výsledná buněčná linie obsahuje 
Pax7+ buňky a myoblasty a je kultivována v E6 médiu (Essential 6 Medium), obohaceném o 
5 ng/µl bFGF (Invitrogen). Buňky použité k osazení skafoldu byly ve 2. pasáži.  
 
4.3 Decelularizace kosterní svaloviny 
 
Myš kmene C57BL/6 byla usmrcena roztokem éteru a oholila jsem zadní končetiny 
zvířete. Z této oblasti jsem provedla excizi m. tibialis anterior. Odebraná tkáň byla poté 
propláchnuta PBS pufrem a následně tkáň prošla decelularizačním protokolem, sestávajícím 
se z těchto kroků:  
1. hypertonický roztok 1M NaCl (inkubační doba 2 hodiny při 4°C) 
2. hypotonický roztok 10mM TrisHCl (inkubační doba 22 hodin při 4°C) 
3. decelularizační agens 1% SDS (inkubační doba 24 hodin při laboratorní teplotě) 
4. 0,1% roztok kyseliny peroctové, pH = 7 (inkubační doba 4 hodiny při 4°C) 
5. DNáza (inkubační doba 60 minut při 37°C) 
6. PBS pufr (inkubační doba 24 hodin při 4°C) 
 Takto připravené skafoldy jsem použila pro histologickou či biochemickou analýzu 




4.4 Morfologická analýza decelularizované kosterní svaloviny 
 
4.4.1  Histologické barvící metody 
 
Všechny skafoldy byly fixovány 10% roztokem formalínu a následně dehydratovány 
a prosyceny parafínem, do kterého byly vzorky zality a následně nakrájeny na mikrotomu na 
5 µm. Pro první inspekci tkáně se zvolilo standardní barvení pomocí hematoxylin eosinu. Pro 
další zhodnocení skafoldu a potvrzení přítomnosti základních komponent ECM jsem použila 
specifické barvící techniky jako je resorcin-fuchsin, barvení siriovou červení, modrým 
trichromem, alciánovou modří a Jonesovu impregnací.  
  
4.4.2  Imunohistochemické hodnocení decelularizované kosterní svaloviny  
 
Imunohistochemické metody byly použity pro specifický důkaz zachování 
kolagenu IV a lamininu.  Preparátové řezy jsem odparafínovala a umístila do citrátového 
pufru (pH = 6) po dobu 15 minut při 95°C pro odhalení epitopů. Endogenní aktivita 
peroxidázy jsem utlumila inkubací s roztokem 5% peroxidu vodíku (Lachner) po dobu 
30 minut při laboratorní teplotě. Nespecifické navázání protilátky bylo eliminováno pomocí 
neimunního séra (Dako), které se inkubovalo s preparátem po dobu 60 minut při laboratorní 
teplotě. Preparáty jsem ošetřila primárními protilátkami; anti-kolagen IV (ředění 1:200, 
Abcam) nebo anti-laminin (1:25, Abcam), jejichž inkubace probíhala přes noc při 4°C. Po 
oplachu primární protilátky PBS pufrem jsem aplikovala sekundární biotinylovanou 
protilátku (ředění 1:250, Dako), která se inkubovala po dobu 45 minut při laboratorní teplotě.  
Po promytí PBS pufrem jsem aplikovala streptavidin konjugovaný s křenovou peroxidázou 
(pro kolagen IV, Dako) nebo streptavidin konjugovaný Cy3 (pro laminin, Dako) po dobu 
45 minut při laboratorní teplotě. Po odmytí obou variant streptavidinů PBS pufrem se řezy 
v případě imunohistochemie dále ošetřily DAB (Sigma) a následně se dobarvovaly 
hematoxylinem. Řezy určené pro imunofluorescenci jsem po oplachu PBS pufrem dobarvila 
pomocí DAPI (Sigma). Pro analýzu obou druhů preparátů jsem použila mikroskop BX51 






4.4.3 Transmisní elektronová mikroskopie (TEM) 
 
Kontrolní fyziologický kosterní sval a decelularizovaný kosterní sval byl zfixován 
2% paraformaldehydem (Sigma) s 1% glutaraldehydem (Sigma) ve fosfátovém pufru po dobu 
2h při 4 °C. Tento proces je následován několikerým promytím fosfátovým pufrem. Dále je 
použita post-fixační tekutina, 2% OsO4 (SPI) ve fosfátovém pufru, do které je vzorek umístěn 
a za stálého míchání tekutina prostupuje vzorkem po dobu 1 hodiny. Poté je vzorek ponořen 
do 10% roztoku sacharózy (Sigma) a je takto umístěn přes noc do chladničky. Následující den 
je vzorek dehydratován pomocí rostoucí alkoholové řady, promýván roztokem propylen oxidu 
po dobu 30 minut (Sigma) a prosycen pryskyřicemi (Epon-Durcupan), které polymerizují 
3 dny při 60 °C. Výsledné bločky jsou nakrájeny na ultramikrotomu na 50-60 nm ultratenké 
řezy, které následně prochází procesem kontrastování pomocí solí těžkých kovů 
(uranylacetátu nebo acetátu olova; Sigma). Vzorky byly následně hodnoceny pomocí 
transmisního elektronového mikroskopu BS500 (Tesla). Snímky byly zachyceny digitálním 
fotoaparátem Megaview G2 (Olympus) a analyzovány softwarem iTEM (Olympus).  
 
4.5 Biochemické zhodnocení efektivity decelularizace  
 
4.5.1  Western blott 
 
 Tkáňové lyzáty byly připraveny následovně: decelularizované skafoldy a kontrolní 
fyziologická kosterní svalovinu jsem nakrájela na malé kousky (cca 1x1 mm) a poté 
inkubovala s RIPA pufrem (Sigma) společně s proteázovým inhibitorem (Milipore). Tuto 
směs jsem rozmělnila pomocí homogenizátoru (Ika) a výsledný lyzát inkubovala 30 minut na 
ledu. Následovala centrifugace při 14 000 rpm (Hermle) po dobu 5 minut při 4 °C. Celkové 
množství proteinů jsem stanovila pomocí microBCA kitu (Sigma) a analyzovala 
spektrofotometrem TECAN M200.  
Na gel jsem nanesla stejné množství proteinů (30 µg) obou zkoumaných vzorků 
(decelularizovaného skafoldu a neošetřené kosterní svaloviny), které byly separovány 
elektroforézou a následně přeneseny na PVDF membránu (GE Healthcare Lifescience). Tuto 
membránu jsem inkubovala s 5% mlékem (Bio-Rad), které zabrání nespecifickému navázání 
primární protilátky. Membránu jsem poté inkubovala s primární protilátkou anti-laminin 
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(1:2000, Abcam) a anti-GAPDH (1:10,000, Sigma), sloužící jako nanášecí kontrola. Obě tyto 
protilátky jsou inkubovány s membránami přes noc při 4°C. Poté jsem membránu promyla  
0,1% TBS-T pufrem a následovala inkubace se sekundární protilátkou značenou křenovou 
peroxidázou (1:2000, DAKO). Abych snížila signál pozadí, je membrána podrobena 
důkladnému promytí pomocí 0,1% TBS-T pufru po dobu 45 minut. Jako chemiluminiscenční 
substrát jsem použila ECL roztok firmy ThermoScientific. Vyvolání filmu bylo provedeno 
vyvolávacím automatem (Protect GmbH & Co. KG).  Jako kontrolu jsem použila 
fyziologický sval, který prodělal stejný proces jako decelularizovaný skafold.  
 
4.5.2  Hydroxyprolinová analýza 
 
Čerstvě odebraný sval, sloužící jako kontrola, a čerstvě připravený decelularizovaný 
sval jsem nakrájela na malé kousky, vážící 40 mg ± 1 mg. Tyto vzorky se vysuší při 60°C po 
dobu 3 hodin, jsou znovu zváženy a posléze hydrolyzovány 6M kyselinou chlorovodíkovou 
přes noc. Výsledný lyzát jsem zcentrifugovala (Hermle) při 10,000 rpm po dobu 10 minut a 
využila na hydroxyprolinovou analýzu.  
 Tyto lyzáty jsou 100x zředěny citrát-acetátovým pufrem a poté inkubovány 
s roztokem chloraminu-T (Sigma) při laboratorní teplotě po dobu 20 minut. Ke vzorkům jsem 
poté přidala roztok 3M kyseliny chloristé (Sigma), který se se vzorky inkubuje 5 minut při 
laboratorní teplotě. Posledním krokem je přídavek detekčního činidla PDAB (Sigma), 
působícího po dobu 20 minut při 60°C. Podle množství kolagenu v lyzátu dochází k barevné 
změně, kdy u vzorků s vyšším obsahem kolagenu přechází původní žluté zabarvení do růžové 
barvy. Tato změna je spektrofotometricky zhodnocena (570 nm, TECAN M200) a srovnána 
se standardy L-hydroxyprolinu (Sigma). Ze změřené hodnoty hydroxyprolinu se vypočítá 
konečná hodnota kolagenu ve vzorku.  
 
4.5.3  DNA izolace a kvantifikace 
 
Účinnost eliminace jaderných komponent jsem verifikovala pomocí DNA izolace a 
kvantifikace. Vzorky fyziologických kontrol a decelularizovaných skafoldů jsem navážila na 
hmotnost 25 mg (± 1 mg) a chirurgickým skalpelem rozmělnila na malé kousky a inkubovala 
s proteinázou K a pufrem ATL, vše se řídilo pokyny DNeasy Blood and Tissue Kit firmy 
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Qiagen. Výslednou izolovanou DNA jsem následně kvantifikovala pomocí kitu Quantifluor 
dsDNA firmy Promega. Kvantifikace proběhla na fluorescenčním spektrofotometru TECAN 
M200. Výsledné koncentrace jsem vypočítala z kalibrační křivky standardů.  
 
4.6  Analýza podpory buněčného růstu na decelularizovaném skafoldu 
 
4.6.1  Recelularizace decelularizovaného skafoldu pomocí C2C12 myoblastů 
 
Připravený skafold kosterní svaloviny jsem osadila myoblasty linie C2C12, které jsem 
kultivovala v DMEM médiu (Invitrogen) s 10% fetálním bovinním sérem (Invitrogen) 
a 100 U/ml pencilin/streptomycinem (Invitrogen). Použité myoblasty byly v 5. pasáži v počtu 
přibližně 3x105/ml kultivačního média. Buňky jsem ztrypsinizovala (Invitrogen), 
zcentrifugovala (centrifuga, Hermle) a jejich suspenze byla injekčně vpravena do nitra 
skafoldu v počtu cca 50 tisíc buněk na jeden skafold. Takto byly skafoldy kokultivovány 
s myoblasty po dobu 3, 6, 9, 12 a 14 dní. V těchto časových intervalech jsem skafoldy 
z Petriho misky odebrala a zfixovala 10% formaldehydem. Poté jsem vzorky zalila parafínem 
a bločky nakrájela na mikrotomu. Preparáty jsem následně obarvila hematoxylinem eosinem a 
provedla jsem imunohistochemickou analýzu proliferace buněk (PCNA). 
 
4.6.2 Recelularizace decelularizovaného skafoldu pomocí kmenových buněk 
odvozených od kosterní svaloviny (MDSc) 
 
Připravený skafold kosterní svaloviny jsem osadila MDSc, konkrétně se jednalo o PP4 
pasáž (pre-plate cells 4; směs myoblastů, myotub a fibroblastů) a PP6 pasáž (pre-plate cells 6; 
především muscle derived stem cells), které jsem kultivovala v DMEM médiu (Invitrogen) 
s 10% fetálním bovinním sérem (Invitrogen) a 100 U/ml pencilin/streptomycinem 
(Invitrogen). Použité myoblasty byly v 1. pasáži v počtu přibližně 3,7x105/ml kultivačního 
média. Buňky jsem ztrypsinizovala (Invitrogen), zcentrifugovala (centrifuga, Hermle) a jejich 
suspenzi injekčně vpravila do nitra skafoldu v počtu cca 50 tisíc buněk na jeden skafold. 
Takto byly buňky a skafoldy kokultivovány po dobu 7 a 14 dní. V těchto časových 
intervalech jsem skafoldy z Petriho misky odebrala a zfixovala 10% formaldehydem. Poté 
jsem vzorky zalila parafínem a bločky nakrájela na mikrotomu. Preparáty jsem následně 




4.6.3 Recelularizace decelularizovaného skafoldu pomocí myogenních 
progenitorových buněk  
 
Připravený skafold kosterní svaloviny jsem osadila myogenními progenitorovými 
buňkami, které byly kultivovány v E6 médiu (Invitrogen) s 10% fetálním bovinním sérem 
(Invitrogen) a 100 U/ml pencilin/streptomycinem (Invitrogen). Použitá buněčná linie byla v 2. 
pasáži v počtu přibližně 3x105/ml kultivačního média. Buňky jsem ztrypsinizovala 
(Invitrogen), zcentrifugovala (centrifuga, Hermle) a jejich suspenzi injekčně vpravila do nitra 
skafoldu v počtu cca 50 tisíc buněk na jeden skafold. Takto byly skafoldy kokultivovány 
s myogenními progenitorovými buňkami po dobu 7 a 14 dní. V těchto časových intervalech 
jsem skafoldy z Petriho misky odebrala a zfixovala 10% formaldehydem. Poté jsem vzorky 
zalila parafínem a bločky nakrájela na mikrotomu. Preparáty jsem následně obarvila 
hematoxylinem eosinem a provedla jsem imunofluorescenční analýzu na přítomnost 
myogeninu a Pax3.  
 
4.7 Implantace decelularizovaných skafoldů do C57Bl/6 myši 
 
Charakteristika remodelace skafoldů in vivo byla provedena na modelu svalového 
poškození svalu m. tibialis anterior, který jsem chirurgicky odstranila myši kmene C57Bl/6  
uvedené do anestezie pomocí ketamin-xylazinu. Na místo poškození jsem vpravila 
decelularizovaný skafold o velikosti cca 1 x 1 mm a defekt zašila pomocí šicího materiálu 
Vicril. Myši jsem poté usmrtila v intervalu 1, 2, 3 a 4. týdnů po operaci a m. tibialis anterior 
jsem společně s implantovanými skafoldy odebrala a zfixovala 10% formalínem. Tyto vzorky 
jsem standardně histologicky zpracovala. Parafínové řezy jsem následně obarvila 







4.8 Statistická analýza 
 
Všechna data se analyzovala prostřednictvím MS Excel 2007 a softwarem NCS 2007. 
Pro zjištění normálního rozložení dat byl použit test D´Agostino Omnibus. Výsledné 
koncentrace u kvantifikace DNA a kolagenu byly porovnávány v t testu a Levenův test byl 
použit k ověření homogenního rozptylu dat v grafu (homoskedasticita). Hodnota p <0,05 je 




























Decelularizační protokol zahrnuje působení hypotonických a hypertonických roztoků, 
působících svraštění sarkolemy, jejíž rozpad se završí působením hlavního decelularizačního 
agens, sodium dodecyl sulfátu. Další kroky decelularizace slouží k vyplavení komponent 
sarkoplazmy a k redukci DNA. Výsledná extracelulární matrix kosterní svaloviny, je 
průsvitná a zachovává si původní tvar a strukturu. Přesto dochází ke změně velikosti 
v porovnání s neošetřenou svalovinou, a to především díky eliminaci svalových vláken, 
tvořících majoritní část kosterní svaloviny (obr. 2).   
 
Obr. 2: Porovnání velikosti a tvaru neošetřené kosterní svaloviny (vlevo) a 
decelularizované kosterní svaloviny (vpravo). 
Histologická analýza parafínových řezů skafoldu je prvním krokem pro inspekci, 
protože umožní nejrychlejší zhodnocení efektivity decelularizačního procesu. Standardní 
barvení hematoxylin eosinem (obr. 3) odhalilo odstranění buněčných komponent z tkáně, 
přestože nedošlo k porušení základního architektonického principu kosterní svaloviny, která si 
zachovala strukturu typickou pro tuto tkáň. Absence jader je potvrzena především díky 
hematoxylinu, který se váže na jaderný chromatin, ovšem v případě skafoldu nebyly tyto 
komponenty přítomny. Pro druhotné potvrzení mojí domněnky bylo dále použito 
fluorescenční barvení DAPI, které se typicky váže na DNA, konkrétně do míst bohatých na 
adenosin-thyminové vazby. Nulový signál při analýze parafínových řezů prokázal eliminaci 
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jader ze skafoldu. Barvení eosinem dokumentovalo odstranění příčně pruhovaných svalových 
vláken při zachování stromálních komponent ECM, které obklopují prázdná místa 
polygonálního tvaru po svalových vláknech. Toto barvení shrnuje základní data o úspěšnosti 
decelularizace, a to především odstranění buněk a jejích případných zbytků z tkáně, dále také 
zachování stavebního principu tkáně a jejího cévního a nervového zásobení. 
           
Obr. 3: Parafínové řezy neošetřené kosterní svaloviny (A) a skafoldu kosterní 
svaloviny (B). Barvení hematoxylin eosinem; měřítko 100 µm. 
Nejvíce zastoupenou bílkovinou extracelulární matrix je kolagen, který plní rozličné 
funkce, ovšem nejrozšířenějším typem je kolagen I, který má strukturální a podpůrnou funkci. 
Zachování kolagenu je tedy nezbytností, aby nedocházelo k narušení integrity skafoldu. 
Přítomnost kolagenu v tkáni se dá prokázat barvením siriovou červení nebo Massonovými 
trichromy, přičemž jsem použila obě metody. Barvení modrým trichromem znázorní 
kolagenní vlákna modře, jádra modře až hnědočerně a svalstvo červeně. V případě skafoldu 
došlo k obarvení pouze stromálních struktur, obalujících jednotlivá svalová vlákna. Na tomto 
řezu (obr. 4A) je možné pozorovat zachované cévní zásobení, respektive jeho 
decelularizovanou variantu (označeno šipkou).  
 Siriová červeň (Picrosirius Red) je podobně jako Massonovy trichromy speciálním  
barvením pro kolagenní vlákna, ovšem tato metoda je ještě více specifická. Analýzou řezů 
obarvených siriovou červení v polarizační mikroskopii je možné rozeznat některé druhy 
kolagenu, a to díky jejich odlišnému indexu lomu světla. Žlutočerveně se barvící vlákna se 
skládají z kolagenu typu I, zeleně zbarvená vlákna patří kolagenu typu III. Barvení siriovou 
červení se využívá pro kvantitativní zastoupení kolagenu ve studované tkáni (Lattouf et al. 
2014).  Výsledek barvení ve světelné mikroskopii jsou červeně zbarvená kolagenní vlákna a 
žlutě zbarvená svalovina. Na obr. 4B lze pozorovat barvení siriovou červení na skafoldu, 
přičemž opět není možné pozorovat přítomnost svalových vláken či jejich jader. Kolagenní 
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vlákna nevykazují známky poškození, jejich zbarvení je syté, což může poukazovat na 
dostatečné zachování kolagenu v tkáni.  
                  
Obr. 4: Porovnání dvou specifických metod pro znázornění kolagenu. Parafínový řez 
obarvený Massonovými trichromy (A) a siriovou červení (B). Šipky znázorňují zachování 
cévního zásobení ve skafoldu; měřítko 100 µm. 
Barvením pomocí  alciánové modři bylo specificky prokázáno zachování kyselých 
glykosaminoglykanů (GAG), které jsou podstatné nejen pro vazbu vody, ale i pro případné 
růstové faktory, jejichž přítomnost je žádoucí zejména pro následnou recelularizaci skafoldu. 
Výsledkem barvení je modrou barvou znázorněna část ECM, sulfatované 
glykosaminoglykany a světle růžová svalovina. Řezy se skafoldy vykazovaly po barvení 
alciánovou modří přítomnost světle modře zbarvených glykosaminoglykanů distribuovaných 
v ECM (obr. 5). Ovšem vzhledem k velmi světlému zbarvení nejspíše došlo k pouze 
částečnému zachování GAG, které jsou často působením detergentu degradovány. I toto 
barvení ilustruje úspěšnou eliminaci svalových vláken společně s jádry a zachování 






Obr. 5: Barvení skafoldu alciánovou modří; měřítko 50 µm. 
Elastická vlákna jsou další komponentou obsaženou v ECM kosterní svaloviny 
a nacházejí se často v blízkosti kolagenních vláken, aby pomohla zvýšit jejich míru pružnosti, 
čímž se zlepší roztažitelnost tkáně a sníží se riziko roztržení tkáně při zvýšeném tahu. 
Elastická vlákna se specificky barví několika metodami: resorcin-fuchsinem, orceinem nebo 
aldehydovým fuchsinem. Obr. 6 zobrazuje výsledek barvení resorcin fuchsinem, přičemž 
elastická vlákna jsou modročerná. Přítomná elastická vlákna nevykazují známky poškození, 
ani jejich distribuce není pozměněná a lze tak soudit na jejich úspěšné zachování ve skafoldu. 
Dále se potvrdilo odstranění jaderného materiálu a svalových vláken.  
 
Obr. 6: Skafold obarvený resorcin-fuchsinem pro specifické zvýraznění elastických 
vláken přítomných především v zachovalém endomyziu; měřítko 50 µm. 
 
Bazální lamina je velmi důležitou strukturou pro ukotvení buněk, jejich adhezi 
a částečně se podílí i na tkáňové regeneraci. Její zachování je tedy žádoucí vzhledem k výše 
uvedeným vlastnostem. Bazální lamina svalového vlákna se označuje jako lamina externa 
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a obklopuje adipocyty či nervová vlákna. Lamina externa se znázorňuje pomocí 
impregnačních technik, přičemž jedna z nich, Jonesova impregnace, vychází z Gömöriho 
impregnační techniky. Lamina externa je zvýrazněna vrstvičkou navázaného stříbra, což je 
pozorovatelné na obrázku 7. Tato struktura nevykazuje poškození, které by mohlo vzniknout 
během decelularizačního procesu.  
 
Obr. 7: Znázornění laminy externy po odstraněných svalových vláken. Také lze 
pozorovat i zachovalé bazální membrány cévního zásobení skafoldu. Barveno pomocí 




Potvrzení zachování stavebních komponent extracelulární matrix bylo provedeno 
pomocí imunohistochemické analýzy skafoldu se zaměřením na laminu externu. Tato 
struktura je nedílnou součástí svalových vláken, která odděluje od stromálních struktur. 
Nejpodstatnější součástí je laminin, kolagen typu IV, také glykoproteiny (fibronektin, 
entaktin) a proteoglykany (perlekan). Všechny tyto komponenty se svými vlastnostmi podílejí 
na celkové funkci laminy externy, jako je ukotvení buněk, filtrace nebo podíl na tkáňové 
regeneraci. Imunohistochemická analýza skafoldu se zabývala dvěma proteiny přítomnými 
v lamině externě: lamininem a kolagenem typu IV. Oba tyto proteiny jsou přítomny i po 
decelularizačním procesu, což potvrzuje efektivitu protokolu. Lamina externa nevykazuje 
známky poškození a je zachována její celistvost. Na obrázku 8B je v případě řezu ošetřeného 
protilátkou proti kolagenu IV přítomno i cévní zásobení (označeno šipkami), které má taktéž 
zachovanou bazální membránu. Na obou řezech je také pozorovatelné charakteristické 
uspořádání prázdných prostor po odstraněných svalových vláknech.             
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Obr. 8: Průkaz přítomnosti lamininu  (8A, značeno Cy3) a kolagenu typu IV (8B, 
dobarveno hematoxylinem); měřítko 100 µm. 
 
5.1.3 Elektronová mikroskopie 
 
Transmisní elektronová mikroskopie odhalila detailní ultrastrukturu skafoldu, kterou 
jsem porovnala s architektonikou neošetřené kosterní svaloviny (obr. 9A). Intaktní vzorek 
kosterní svaloviny má charakteristické uspořádání svalových vláken s obsaženými 
myofilamenty, vykazujících příčné žíhání. Mimo myofilamenta je možné pozorovat i jádra 
utlačená pod sarkolemou. Tyto struktury již nejsou součástí skafoldu, který je prost 
cytoplazmatických i jaderných komponent; architektonika skafoldu se shoduje s extracelulární 
matrix neošetřené svaloviny. Přesto se ve skafoldu nacházejí okrsky, kde se projevily účinky 
působení osmotického šoku v podobě intersticiálního otoku nebo submikroskopického 
poškození malého rozsahu. Detailní zvětšení pozorovaného skafoldu odhalilo přítomnost 
kolagenních vláken, vykazujících žíhání, které je typické pro intaktní kolagenní vlákna (obr. 
9C). Dalším ukazatelem efektivního protokolu je pohled na laminu externu, nacházející se 
v místě původního výskytu svalového vlákna. Lamina externa pozbývá poškození nebo 
přerušení, tudíž decelularizace se neprojevila na její morfologii (obr. 9B).   
              




















Obr. 9: Elektronogram TEM srovnávající neošetřenou kosterní svalovinu (A) se 
skafoldem kosterní svaloviny (B, C). Obrázky skafoldu ilustrují zachování laminy externy 
označené šipkami (B) a kolageních fibril se zachovaným žíháním (C); měřítko je 1 µm. 
 
5.2 Biochemická analýza decelularizovaného skafoldu 
 
5.2.1 DNA kvantifikace 
 
Efektivita decelularizačního protokolu se hodnotí ve dvou kritériích: odstranění 
cytoplazmy společně s jádry a zachování extracelulární matrix, a to jak z hlediska morfologie, 
tak funkce. Redukce jaderného materiálu souvisí s následnou implantací skafoldu do zvířete, 
přičemž perzistence DNA se podílí odvržení implantátu. Kvantifikace DNA je tedy esenciální 
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metodou pro stanovení dostatečné redukce množství DNA v tkáni. V případě testovaného 
skafoldu byla hodnota DNA signifikantně snížena a výsledné množství bylo 3,126 ng DNA 
na mg tkáně. Intaktní kosterní svalovina, sloužící jako kontrolní vzorek, obsahovala 122 ng 
DNA na mg tkáně. Oba vzorky jsem kontrolně podrobila separaci pomocí 1% agarózového 
gelu, který prokázal absenci bandů v případě skafoldu a naopak viditelné DNA fragmenty u 
intaktní kosterní svaloviny.  
 
Obr. 10: DNA kvantifikace zobrazující hodnoty DNA v neošetřené kosterní svalovině 
(levý sloupec) a ve skafoldu (pravý sloupec). 
 
5.2.2 Hydroxyprolinová analýza 
 
Jak již bylo zmíněno výše, kolagen je nejvíce zastoupenou bílkovinou extracelulární 
matrix. Jeho přítomnost ve skafoldu jsem potvrdila histologickými technikami, ovšem 
kvantifikace proběhla pomocí hydroxyprolinové analýzy. Z připravených lyzátů jsem na 
podkladě výsledků spektrofotometrické analýzy zjistila, že množství kolagenu ve skafoldu 
bylo 838 mg kolagenu na 1 g tkáně a 206,1 mg kolagenu na 1 g neošetřené svalové tkáně. 
Zvýšené množství kolagenu ve skafoldu oproti fyziologickému vzorku kosterní svaloviny 
reflektuje eliminaci cytoplazmatických proteinů, jejichž absenci jsem potvrdila předchozími 
metodami.  




Obr. 11: Koncentrace kolagenu v neošetřené svalové tkáni (levý sloupec) a ve 
skafoldu (pravý sloupec). 
 
5.2.3 Western blot 
 
Stejně jako imunohistochemie, tak i specifičtější Western blot potvrdil zachování 
lamininu ve skafoldu. Molekulární hmotnost lamininu je 250 kDa a na výsledném filmu je 
možné pozorovat bandy, jak ze vzorku neošetřené kosterní svaloviny (obr. 12_1), tak i 
skafoldu (obr. 12_2). Jako nanášecí kontrola jsem použila GAPDH, které mělo pozitivní 
signál pouze v případě neošetřené svaloviny. Důvod absence tohoto markeru je podmíněn 
jeho lokalizací; tento protein se nachází v cytosolu buňky, tudíž není možné, aby byl přítomen 
v decelularizované tkáni vzhledem k eliminaci buněčného materiálu. Jeho absence je 
nepřímým potvrzením úspěšnosti buněčné eliminace.  
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Obr. 12: Zobrazení Western blotu; číslo 1 označuje jamku s neošetřeným kontrolním 
vzorkem kosterní svaloviny; číslo 2 označuje jamku se skafoldem. Levý WB je výsledkem 
průkazu zachování lamininu; pravý WB prokazuje přítomnost GAPDH pouze v neošetřené 
kosterní svalovině.  
 
5.3 Podpora buněčného růstu na decelularizovaném skafoldu 
  
5.3.1 Cytokompatibilita skafoldu s C2C12 myoblasty 
 
Adheze a buněčná proliferace myoblastů linie C2C12 byla pozorována po dobu 14 dní 
a měla prokázat případnou cytokompatibilitu decelularizovaného skafoldu. Myoblasty během 
prvního týdne adherovaly na periferii skafoldu, kterou pokryly v nestejnoměrných vrstvách od 
jedné až po tři řady buněk. Během 9. – 12. dne kokultivace se skafoldem docházelo k migraci 
myoblastů do nitra skafoldu.   Rozmístění myoblastů ve skafoldu je řízeno jak myoblasty, tak 
nepřímo skafoldem, protože buňky osidlují místa s nižší denzitou kolagenních vláken. 
Myoblasty si zachovaly proliferační potenciál, který jsem prokázala pomocí 
imunohistochemické detekce PCNA. Přesto nedocházelo k další diferenciaci myoblastů 
v myotuby, protože jsem neupravila složení kultivačního média. Přítomné myoblasty si 
zachovaly typickou morfologii s centrálně uloženým jádrem s cytoplazmou bohatou na 
aktinová filamenta, což jsem prokázala histochemicky pomocí značeného faloidinu. Buňky 
nevykazovaly polyploidii, známky degradace nebo jiné abnormality.  
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Obr. 13: Parafínové řezy recelularizovaných skafoldů znázorňují různými metodami 
analýzu cytokompatibility. Obrázky 13A barvené hematoxylin eosinem zobrazují časový 
průběh osidlování skafoldu. brázek A1 zobrazuje periferně rozmístěné myoblasty 6. den po 
kultivaci se skafoldem. Postupně dochází k migraci myoblastů do skafoldu viditelné na 
obrázku A2, zachycující 9. den kultivace skafoldu s buňkami. Dva týdny (A3) po kokultivaci 
myoblasty osadily částečně jak periferii, tak i nitro skafoldu. Morfologii myoblastů (B) ve 
skafoldu jsme analyzovali pomocí fluorescence, kdy jsme prokázali přítomnost aktinových 
filament pomocí faloidinu (značený zeleným FITC; B); jejich jádra byla zvýrazněna modře 
(DAPI); skafold jsme obarvili přirozeně fluoreskujícím eosinem (oranžová). Zachování 
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proliferační aktivity jsme demonstrovali pozitivním výsledkem imunohistochemie na PCNA 
(C), přičemž šipky označují jádra myoblastů; dobarveno hematoxylinem; měřítko 100 µm. 
 
5.3.2 Cytokompatibilita skafoldu s kmenovými buňkami odvozenými od kosterní 
svaloviny (MDSc) 
 
Pro osazení skafoldu se použily pasáže PP4 (směs myoblastů, myotub a fibroblastů) 
a PP6 (MDSc), které byly společně se skafoldy kokultivovány po dobu 14 dní, kdy polovinu 
skafoldů jsem odebrala již po 7 dnech.  
Skafoldy osazené buňkami pasáže PP4 po 7 dnech od recelularizace (obr. 14A) 
obsahovaly adherované buňky na periferii, a to v jedné nesouvislé vrstvě. Po 14 dnech od 
osazení (obr. 14B) se některé buňky objevily v nitru skafoldu, ovšem adherovaných buněk 
bylo velmi malé množství, které lze vysvětlit nedostatečným množstvím injikovaných buněk. 
Kultivační médium nebylo nijak modifikováno, a také nebyla pozorována změna 
v diferenciaci buněk.  






Obr. 14: Recelularizované skafoldy 7. den (A) a 14. den (B) po kultivaci s  buňkami 
PP4 pasáže. Barvení hematoxylin eosinem; měřítko 100 µm. 
Skafoldy s buňkami pasáže PP6 po sedmi dnech (obr. 15A) od nasazení měly na 
periferii přítomné buňky, a to v jedné vrstvě. Množství adherovaných buněk je srovnatelné 
s předchozími výsledky. Po 14 dnech od recelularizace (obr. 15B) začaly buňky migrovat 
z povrchu i dovnitř skafoldu, ovšem opět nebyla pozorovatelná změna v jejich morfologii a 
nedocházelo k další diferenciaci buněk. Celkové množství buněk, které adherovaly či 
penetrovaly do skafoldu, nebylo velké, což má nejspíš stejné vysvětlení jako u předchozí 








Obr. 15: Recelularizované skafoldy 7. den (A) a 14. den (B) po kultivaci s buňkami 
PP6 pasáže. Barvení hematoxylin eosinem; měřítko 100 µm.  
 
5.3.3 Cytokompatibilita skafoldu s myogenními progenitorovými buňkami  
 
Buněčná linie, která byla použita pro osazení skafoldu, obsahovala myogenní 
progenitorové buňky. Buňky byly se skafoldem kultivovány 7 a 14 dní. Skafoldy po sedmi 
dnech od recelularizace (obr. 16A) vykazovaly bohatou buněčnou adhezi, a to v několika 
vrstvách buněk. Navíc došlo k migraci buněk do nitra skafoldu. Po 14 dnech od osazení 
skafoldu (obr. 16B) byly buňky přítomny v nitru skafoldu a zůstaly adherované i na povrchu 
skafoldu, ovšem nebyla pozorována další diferenciace buněk. Přesto bylo možné pozorovat 
myogenin+ a Pax3+ buňky po imunofluorescenční analýze takto recelularizovaného skafoldu 
(obr. 17). 
      
Obr. 16: Recelularizované skafoldy 7. den (A) a 14. den (B) po kultivaci 




Obr. 17: Imunofluorescenční analýza přítomnosti myogeninu značeného Cy3 (A) a 
Pax3 značeného Cy3 (B) v myogenních progenitorových buňkách v recelularizovaných 
skafoldech 14 dní po kultivaci.  Jádra dobarvena DAPI; měřítko 200 µm. 
 
5.4 In vivo implantace skafoldu do vytvořeného defektu na dolní končetině zvířete   
 
Skafoldy jsem po průkazu cytokompatibility implantovala do myší po vytvoření 
svalového defektu v místě m. tibialis anterior. Skafoldy se ponechaly ve zvířeti po dobu 
čtyřech týdnů, přičemž každý týden jsem odebrala jedné ze čtyř myší sval s implantovaným 
skafoldem, a také kontrolní sval z druhé končetiny. Na obou vzorcích jsem provedla 
histologickou analýzu. Decelularizované skafoldy se úspěšně integrovaly do okolní svalové 
tkáně a barvení hematoxylin eosinem prokázalo bohatou recelularizaci autologními buňkami 
hostitele. Všechny skafoldy dokázaly přemostit vytvořený defekt a žádný z implantátů 
nevyvolal tak rozsáhlou imunitní odpověď, která by vedla k odvržení implantátu. Kosterní 
svalovina v místě defektu vykazovala přítomnost myotub, které značí probíhající přestavbu 
svalové tkáně. Histologická analýza odhalila novotvořené cévního zásobení v místě skafoldu 
(na následujících obrázcích naznačeno *).  
Po prvním týdnu od implantace (obr. 18A) jsem analyzovala přítomnost myotub 
v místě kontaktu skafoldu s kosterní svalovinou; skafold také obsahoval novotvořené cévní 
zásobení. Regenerace kosterní svaloviny byla demonstrována imunohistochemicky díky 
přítomnosti nestin pozitivních myotub (obr. 18C). Skafold nevykazoval přítomnost 
obrovských buněk z cizích těles. Barvení modrým trichromem odhalilo nahromadění 









Obr. 18: Skafoldy jeden týden po implantaci. Přehledné zvětšení barvené HE (A1) 
zobrazuje celý skafold přilehlý ke kosterní svalovině. Detailní zvětšení barvené HE (A2) 
zachycuje myotuby vcestovalé do skafoldu. Také je zde možné pozorovat cévní zásobení. 
Konkrétní umístění skafoldu je pozorovatelné díky modrému trichromu (B). 
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Imunohistochemické zhodnocení přítomnosti nestinu ve skafoldu odebraném jeden týden po 
implantaci (C). Pozitivní jsou vlákna v blízkosti skafoldu, která kopírují tvar skafoldu 
(dobarveno hematoxylinem); měřítko je 100 µm.  
Druhý týden po implantaci (obr. 19) jsem opět pozorovala bohatou buněčnou 
infiltraci, ovšem nyní již s přítomností obrovských buněk z cizích těles, značící probíhající 
zánětlivou reakci. Přesto jsem při odběru nepozorovala žádné pohybové omezení zvířete 
s implantovaným skafoldem. I v případě druhého týdne po implantaci jsem nacházela v místě 
kontaktu skafoldu s kosterní svalovinou myotuby a cévní zásobení (označeno *, obr. 19A2).  
  
 
Obr. 19: Skafoldy dva týdny po implantaci. Přehledové zvětšení barvené HE na 
obrázku A1 zobrazuje celý skafold přilehlý ke kosterní svalovině (ohraničeno přerušovanou 
čarou). Můžeme zde pozorovat bohatou buněčnou infiltraci ve skafoldu s výskytem větších 
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skupin buněk, vytvářejících útvary podobné lymfatickým folikulům. Na detailním zvětšení 
barveném HE můžeme identifikovat i vytvořené cévní zásobení označené * (A2).  V místě 
kontaktu skafoldu s kosterní svalovinou se vyskytuje pár myotub s centrálně lokalizovanými 
jádry. Modrý trichrom (B) znázorňuje umístění skafoldu v těsném kontaktu s kosterní 
svalovinou, která se nachází na spodní třetině obrázku (označeno přerušenovanou čarou); 
měřítko je 100 µm.  
Třetí týden po implantaci (obr. 20) byl skafold recelularizován migrovanými buňkami, 
ale počet byl nižší než v předchozích dvou týdnech. Ovšem došlo k většímu propojení 
skafoldu s přilehlou kosterní svalovinou s výraznou přítomností myotub, díky čemu není 
možné zcela přesně odlišit umístění skafoldu. Vzhledem k postupné přestavbě kosterní 
svaloviny, probíhající ve vlnách, se dá očekávat přítomnost myotub i v pozdějších stádiích 
implantace. Přítomné buňky nevykazovaly větší počet jader, ale byly  pouze mononukleární. 
Nalezli jsme také cévní zásobení stejně jako v předchozích implantačních obdobích. Barvení 
modrým trichromem nabízí lepší přehlednost umístění  skafoldu částečně propojeného 





      
Obr. 20: Implantované skafoldy třetí týden po vytvoření defektu. Skafold se výrazněji 
začlenil do přilehlé kosterní svaloviny, což je patrné díky většímu propojení kosterní 
svaloviny a implantovaného skafoldu (A1, B). Přesto zde není tak výrazná buněčnatost jako 
v předchozích dvou případech. Hvězdičkou je označeno vytvořené cévní zásobení skafoldu 
(A2). Na obrázcích A jsem použila barvení HE, obrázek B je barvený modrým trichromem; 
měřítko 100 µm.  
Po čtyřech týdnech od implantace decelularizovaného skafoldu (obr. 21) došlo 
k výraznému začlenění implantátu do okolní svaloviny bez přítomnosti zánětlivé reakce. I zde 
jsem pozorovala vytvoření cévního zásobení skafoldu a přítomnost myotub, ale už ve výrazně 
nižším množství a lokalizované pouze v přilehlé kosterní svalovině, bez začlenění do 
implantátu. Přítomnost skafoldu je zvýrazněna prostřednictvím specifického barvení modrým 





    
Obr. 21: Skafoldy po 4 týdnech od implantace do zvířete. Skafold je z jedné části 
dobře začleněn do kosterní svaloviny, což je lépe pozorovatelné na barvení modrým 
trichromem (ohraničeno přerušovanou čaroum, B). Buněčnatost je opět nižší než v prvních 
dvou týdnech od implantace. I zde je možné pozorovat cévní zásobení skafoldu (A2) 









Pokrok a vývoj v regenerativní medicíně a tkáňovém inženýrství poskytuje nové 
možnosti léčby poškozených či zcela chybějících tkání. Jako nástroje těchto technologií se 
často používají biomateriály. Jedním z mnoha materiálů je také tkáňově specifická struktura, 
extracelulární matrix, jejíž architektonika má stejné uspořádání jako daná tkáň. Poškozené 
svalové tkáně jsou vhodným modelem pro rekonstrukce vzhledem k jejich pozitivní interakci 
s biomateriály (Turner et al. 2010; Valentin et al. 2010; Wang et al. 2017). Proto se tato studie 
zabývá tvorbou extracelulární matrix kosterní svaloviny a jejímu následnému použití pro 
rekonstrukci svalového poškození na zvířecím modelu. 
Decelularizace je jednou z metod produkce ECM a zaměřuje se na odstranění buněk 
z tkáně, zachování struktury a biochemických vlastností tohoto materiálu. Existuje velké 
množství přístupů, přičemž téměř každý decelularizační protokol obsahuje odlišná agens. 
Přesto se zde objevuje určitá spojitost, a to z hlediska kombinace fyzikálních, chemických a 
biologických agens s rozdílným působením na tkáň. Samotný výběr konkrétní metody závisí 
na povaze zpracovávaného materiálu, na jeho denzitě, morfologii a velikosti. Prvním 
popsaným pokusem o decelularizaci kosterní svaloviny byla studie Carlsona (1991), který 
vystavil kosterní svalovinu působení roztoku EDTA s Tritonem X-100, následně aplikoval 
DNázu a posledním krokem bylo použití deoxycholátu sodného, který měl za úkol odstranit 
zbytky poškozených buněčných komponent. Tento protokol byl dále převzat a modifikován 
dalšími studiemi (Gillies et al. 2011; Gamba et al. 2002). Moje studie se také řídila obecným 
postupem vycházejícím z literárních řešerší, přesto vytvořený protokol pro decelularizaci 
kosterní svaloviny je zcela originální. Svalová tkáň byla vystavena působení osmotického 
šoku vyvolaného kombinací hypertonického a hypotonického roztoku, čímž dochází ke změně 
velikosti buňky, kdy se v prvotní hypertonické fázi zbavuje intracelulární vody a naruší se 
stabilita proteinů cytoplazmatické membrány (Stadmiller et al. 2017). Aplikace 
hypotonického roztoku naopak přetíží buněčné transportní systémy čerpající molekuly vody 
dovnitř buňky, což vyvolá otok, následné protržení buněčné membrány a uvolnění obsahu.  
Tento krok připraví tkáň na hlavní decelularizační agens, dodecyl sulfát sodný (SDS), 
který účinně naruší membránové i intracelulární proteiny a dokáže přerušit peptidové vazby 
(Seddon et al. 2004). Navíc je efektivním agens pro lýzu stěny bakterií, čímž plní dvojí funkci 
– decelularizační a baktericidní. SDS a Triton X-100 jsou dva nejčastěji používané detergenty 
pro decelularizaci, ale efektivita působení Tritonu X-100 na kosterní svalovinu je 
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nesrovnatelná s výsledkem působení SDS na stejnou tkáň, což jsem prokázala ve své studii, 
zabývající se srovnáním těchto dvou agens (Hrebíková et al. 2016). Triton X-100 zachoval 
extracelulární matrix kosterní svaloviny, ale nedokázal efektivně odstranit buněčný materiál 
z tkáně, proto je možné konstatovat, že toto agens je vhodnější pro méně komplexní tkáně 
nebo jej lze použít pro odstranění tukové tkáně (Crapo et al. 2011). Naproti tomu při použití 
SDS standardní i speciální histologické metody prokázaly úspěšnou eliminaci buněčného 
materiálu z tkáně a stejně tak i zachování prostorového uspořádání ECM kosterní svaloviny. 
Použití SDS není vždy bez negativních dopadů na tkáň; je nutné zkrátit dobu působení pod 
72 hodin, aby nedošlo k nenávratnému poškození prostorového uspořádání matrix (Qing and 
Qin 2009); také může jeho působením dojít ke snížení koncentrace glykosaminoglykanů, 
případně může dojít i k poškození kolagenu (Gilbert et al. 2006). Ovšem v případě mého 
experimentu jsem prostřednictvím elektronové mikroskopie prokázala zachování kolagenu 
v jeho neporušené podobě.   
Některé studie (Gillies et al. 2011) poukazují na škodlivost enzymatických agens při 
decelularizaci, protože mohou vážně poškodit kolagen, jehož nedostatek způsobí zborcení 
tkáně, vzhledem k jeho strukturální funkci. Také dochází k odstranění glykoproteinů, jako je 
laminin nebo fibronektin, poškození elastinu a snížení koncentrace glykosaminoglykanů. Tyto 
nežádoucí vlastnosti jsou přisuzovány především trypsinu a jeho použití se omezuje na kratší 
časové intervaly. Tato studie se z hlediska enzymatických agens omezila na použití DNázy 
pro snížení hodnoty DNA pod 50 ng na 1 mg tkáně, což je nepsaný limit DNA, který může 
být přítomen v tkáni bez rejekce implantátu (Crapo et al. 2011; Garreta et al. 2017).  Výsledná 
hodnota DNA ve vytvořeném skafoldu dosáhla hodnoty 3,1 ng DNA na 1 mg tkáně.  
Vyvolání imunitní reakce po implantaci biomateriálu do hostitele může vyústit 
v odvržení implantátu. Výše zmíněná redukce DNA, případně úplná eliminace, je zásadním 
kritériem pro snížení rizika odvržení implantátu. Ovšem nejen přítomnost cizorodé DNA je 
jedinou příčinou rejekce; neshoda v histokompatibilním systému příjemce a dárce ovlivňují 
mechanismy nespecifické imunity, která je zprostředkována cytotoxickými T-lymfocyty a 
dochází tak k akutní rejekci štěpu. Vzhledem k odstranění buněk z biomateriálu není možné 
pozorovat akutní rejekci po implantaci skafoldu do zvířete. Ovšem v případě chronické 
rejekce dochází k vytvoření zánětlivé reakce vůči endotelovým buňkám štěpu, následně ke 
ztrátě průchodnosti cévního řečiště a zvazivovatění parenchymu štěpu (Krejsek a Kopecký 
2004). I tato varianta rejekce není závažným rizikem zvažovaným při implantaci skafoldu, a 
to opět díky absenci původního vaskulárního řečiště a přítomnosti pouze jeho opěrné 
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struktury. Navíc extracelulární matrix získaná během procesu decelularizace obsahuje 
komponenty, které jsou konzervovány mezidruhově, tudíž i v případě xenogenní implantace 
skafoldu je nízké riziko rejekce (Bernard et al. 1983; Exposito et al. 1992; Raspanti et al. 
2018).  
Rejekce implantátu může být také způsobena nedostatečně vyplaveným 
decelularizačním agens ze skafoldu (Gilbert et al. 2006), přičemž rezidua agens se stávají 
cytotoxickými, a to především v případech jejich vyšších koncentrací přítomných ve skafoldu. 
Toto riziko se dá výrazně redukovat vyplavením agens za pomoci izotonických pufrů, které 
jsem použila jak mezi jednotlivými kroky protokolu, tak jako promývací cyklus v posledním 
kroku protokolu. 
Nespornými výhodami použití biomateriálu připraveného pomocí decelularizačních 
metod jsou tedy biokompatibilita, zachování prostorového uspořádání, redukce imunologické 
rejekce, zachování konstruktu cévního a nervového zásobení. Právě zachování struktury 
cévního zásobení zvýší pravděpodobnost migrace endotelových buněk do skafoldu in vivo, 
což může pozitivně ovlivnit neovaskularizaci skafoldu a nepřímo podpořit funkčnost 
biomateriálu (Criswell et al. 2013; Fu a Wang 2018; Porzionato et al. 2015). Kolonizace 
skafoldu endotelovými buňkami a následná novotvorba cévního zásobení je významně 
ovlivněna růstovými faktory, především VEGF. Ve studiích Germaniho et al. (2003) a Ochoy 
et al. (2007) recelularizovali skafold endotelovými buňkami a myogenními progenitorovými 
buňkami, přičemž se prokázalo, že obě buněčné linie jsou schopny produkce VEGF, která 
podpořila jak angiogenezi, tak i migraci myogenních progenitorů.  
Zajištění cévního zásobení štěpu je esenciálním krokem pro úspěšnou remodelaci 
místa poškození. Dalším klíčovým krokem, který výrazně zvyšuje funkčnost a potenciál 
vytvořeného biomateriálu je inervace de novo. Vzhledem k tomu, že námi vytvořený skafold 
již obsahuje extracelulární matrix nervového zásobení, je zde vyšší pravděpodobnost 
obnovení inervace materiálu. Některé studie se zaměřily na vytvoření neuromuskulární 
spojení jak in vitro (Das et al. 2010) a in vivo (Kang et al. 2012). Studie Dase dokumentuje 
dlouhodobou kokultivaci fetálních motoneuronů a myoblastů potkana, přičemž se pozoroval 
účinek různých růstových faktorů a hormonů. Po 30 – 40 dnech od společné kultivace došlo 
k diferenciaci myotub, které byly funkčně spojeny s axony pomocí neuromuskulárního 
ploténky. V případě studie Kanga došlo k odstranění n. ischiadicus, který byl nahrazen n. 
peroneus communis. Transplantát po 12 týdnech dokázal regenerovat neuromuskulární defekt 
vytvořený po odejmutí n. tibialis a částečně obnovil funkci denervovaného m. gastrocnemius.   
70 
 
Vytvořený protokol splňuje kritéria úspěšné decelularizace ve všech bodech, což jsme 
potvrdili velkým množstvím morfologických a biochemických metod, kdy jsme prokazovali 
zachování jednotlivých komponent tvořících extracelulární matrix.  
Nejvíce zastoupeným proteinem ECM je kolagen, který se zde vyskytuje téměř v 90% 
suché váhy (Badylak et al. 2015; Hussey et al. 2018). Jeho zachování v průběhu 
decelularizace má vysokou prioritu vzhledem ke strukturní funkci zastávající v ECM. 
V případě poškození ultrastruktury nebo při kritickém snížení jeho obsahu v biomateriálu 
dochází k narušení soudržnosti celého skafoldu, změně tvaru, snížení odolnosti vůči 
mechanickému zatížení, a také se snižuje adheze kmenových buněk během recelularizace. 
Kosterní svalovina má kolagen soustředěn především v jeho obalových strukturách 
(endomyzium, perimyzium a epimyzium) a ve šlachách. Přítomnost kolagenu v připraveném 
skafoldu byla prokázána několika histologickými metodami a jeho kvantifikace proběhla 
metodou hydroxyprolinové analýzy. Standardní barvení hematoxylin eosinem prokázalo 
zachování struktury matrix, která po odstranění svalových vláken připomíná šestihran tvořený 
endomyziem, nacházejícím se na periferii původních svalových vláken. Specifická barvení 
pro kolagenní vlákna jsou  například Massonovy trichromy a barvení siriovou červení, 
přičemž obě použité metody prokázaly jejich zachování beze změn v distribuci, denzitě či 
struktuře.  
 Množství zachovaného kolagenu bylo zkoumáno nejrozšířenější kvantitativní 
analýzou, hydroxyprolinovou metodou. 4-hydroxyprolin je esenciální aminokyselina pro 
kolagen, která je zde zastoupena v přibližně 14 %. Přítomnost hydroxyprolinu ve struktuře 
kolagenu je zásadní především pro stabilizaci celého proteinu. Mnou analyzované vzorky 
skafoldu a kontrolního vzorku neošetřené kosterní svaloviny vykazovaly značně odlišné 
koncentrace kolagenu. Ukázalo se, že skafold obsahoval téměř čtyřnásobné množství 
kolagenu oproti intaktnímu vzorku. Vysvětlení tohoto rozdílu je v odstranění intracelulárních 
proteinů během decelularizace a zvýšené množství kolagenu ve skafoldu je odrazem této 
eliminace, což potvrdila i studie Bollanda (Bolland et al. 2007).  
Ovšem kvantitativní analýza není relevantním ukazatelem zachování ultrastruktury 
kolagenu. Morfologii kolagenních fibril jsem zkoumala pomocí transmisní elektronové 
mikroskopie. Tropokolagenové podjednotky kolagenních fibril jsou společně se sousedními 
podjednotkami uspořádány v opakující se úseky, přičemž mezi sebou nechávají štěrbiny. Toto 
uspořádání se projevuje jako příčné žíhání kolagenních fibril typické především pro kolagen 
typ I (Shoulders a Raines 2009). Právě toto periodické opakování tropokolagenových 
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podjednotek, vytvářející žíhání kolagenních fibril jsem pozorovala během analýzy 
elektronogramu skafoldu. Zachování terciární struktury tropokolagenu umožňuje 
mechanickou odolnost kolagenních vláken a je dalším potvrzením efektivity používaného 
protokolu.  
Mimo kolagen I jsem prokázala přítomnost dalšího typu kolagenu, konkrétně kolagenu 
typu IV, který je esenciálním proteinem bazální membrány, kde tvoří téměř 50 % z celkového 
množství strukturálních proteinů (Kalluri 2013).  Kolagen IV je nezbytný pro zachování 
integrity a funkce bazální membrány, především z hlediska mechanické opory, dále na filtraci 
a lokálně dokáže „skladovat“ růstové faktory (Cosgrove a Liu 2017; Pöslch et al. 2004). 
Tento subtyp kolagenu je také zapojený do inkorporace lamininu, nidogenu a perlekanu, čímž 
vytváří síťovitou matrici bazální membrány, a také se podílí na procesech buněčné adheze a 
signalizace (Chioran et al. 2017). Vzhledem k výše uvedeným funkcím tohoto proteinu je jeho 
přítomnost v tkáni vysoce žádoucí a průkaz jeho přítomnosti ve vzorku je známkou 
neporušenosti bazální membrány. V imunohistochemické analýze byla potvrzena přítomnost 
tohoto proteinu, a to konkrétně jako pozůstatek bazální laminy svalového vlákna (laminy 
externy), v endotelové vrstvě cévního zásobení a v okolí nervových vláken. Zachovalé cévní a 
nervové zásobení postrádalo buněčnou komponentu, přesto nedošlo k rozrušení bazální 
membrány.  Takto rozsáhlý nález intaktních bazálních membrán značí dostatečně účinný, ale 
přesto šetrný decelularizační protokol.  
O neporušenosti bazální membrány svědčí také přítomnost lamininu, který je její 
nedílnou součástí. Tento heterotrimerní glykoprotein je podobně jako kolagen typu IV 
zapojený do buněčné adheze, signalizace, a také napomáhá migraci (Durbeej 2010; Simon a 
Bromberg 2017). Laminin se vyskytuje v izoformách specifických pro daný typ tkáně (pro 
svalovou tkáň je to například LM-211 a LM-111) a ty pak mohou ovlivnit regeneraci. 
Například izoforma LM-111 byla experimentálně využita při terapii, kdy se po intramurální 
injekci této izoformy signifikantně podpořila transplantace myoblastů u myši se svalovou 
dystrofií (Riederer et al. 2015). Transmisní elektronová mikroskopie vytvořeného skafoldu 
odhalila neporušenost laminy externy, která byla orientována v okolí prázdných tubulárních 
struktur, jež se zachovaly po odstranění svalových vláken. Přítomnost lamininu se také 
prokázala pomocí imunofluorescence, kde se laminin vyskytoval jako součást externích 
lamin, a také pomocí Western blotu. Průkaz proteinů, tvořících hlavní komponenty laminy 
externy, umožňuje předpoklad vytvoření vhodné matrice pro recelularizaci buňkami 
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s regeneračním a proliferačním potenciálem, jejichž vlastnosti mohou být podpořeny právě 
těmito proteiny.  
Primárním cílem této práce je především příprava vhodného biomateriálu s následnou 
recelularizací kmenovými buňkami, čímž by byla možná terapie ztrát svalové tkáně ve 
velkém objemu. Výsledky evaluace vytvořeného protokolu vedly k analýze biokompatibility 
materiálu, která byla prokázána in vitro a následně i in vivo, kdy jsem decelularizovaný 
skafold implantovala přímo do místa poškození. Některé studie se odkazují i na 
heterotopickou implantaci, kdy se decelularizované tkáně implantují do poškozené tkáně 
jiného původů (Li et al. 2017; Toeg et al. 2013). Přestože tyto studie vykazují určité benefity, 
převážná většina studií se zaměřuje na využití homologního místa implantace, a tím dokážou 
vytěžit výhody tkáňově specifické ECM s typickou architekturou. Ovšem před samotnou 
implantací skafoldu do místa poškození, jsem nejprve zkoumala cytokompatibilitu, kdy jsem 
skafold recelularizovala za použití několika buněčných linií. 
Vzhledem k velikosti připraveného skafoldu jsem jako metodu recelularizace zvolila 
injekční vpich přímo do skafoldu. Použití bioreaktoru, perfúze či použití magnetických částic 
by významně zvýšilo cenu celého recelularizačního procesu, a také by nebyla zcela zaručena 
efektivita tohoto procesu vzhledem k velikosti skafoldu. Další použitelnou metodou 
recelularizace se nabízí centrifugace (Godbey et al. 2004). Výhody centrifugace společně 
s injekčním vpichem jsem porovnávala u buněčné linie C12C12 myoblastů a PP4 pasáže, 
přičemž jsem použila stejný počet buněk u obou kultur. Po centrifugaci a injekčním vpravení 
buněk jsem skafoldy kultivovala v médiu po dobu 14 dní, přičemž následné histologické 
zpracování vyšlo ve prospěch metody injekčního vpichu. Tudíž jsem se při ověřování 
cytokompatibility držela dat dosažených touto metodou.  
C2C12 myoblasty jsou odvozeny ze satelitních buněk, rezidentních buněk kosterní 
svaloviny, které jsou schopny se po snížení koncentrace séra v kultivačním médiu 
diferencovat v mnohobuněčné myotuby. Nediferencované myoblasty této linie mají 
vřetenovitý nebo hvězdicovitý tvar  a exprimují aktin a nevyzrálý myosin. Během myogenní 
diferenciace mění svůj tvar na podlouhlý a myoblasty formují monolayer. V sarkoplazmě 
probíhá formování Z disku a kotvení aktinových filament do tohoto místa. Také dochází 
k expresi M-cadherinu, který se zatím ne zcela neobjasněným způsobem podílí na sestavování 
myotub. Myotuby se objevují cca 5 dní od snížení koncentrace séra v kultivačním médiu 
(Burattini et al. 2004). V tomto experimentu byly myoblasty kultivovány  v médiu 
obsahujícím sérum, tudíž jsem neočekávala tvorbu myotub. Myoblasty adherovaly na povrch 
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skafoldu, čímž se potvrdilo zachování a funkčnost receptorů a ligandů, obsažených 
v extracelulární matrix skafoldu. Přisedání na povrch skafoldu probíhalo během prvního týdne 
od kokultivace a v průběhu druhého týdne došlo i k migraci myoblastů do nitra skafoldu. Je 
tedy možné předpokládat, že myoblasty byly během této kultivace zcela funkční a můžeme 
vyloučit toxický či inhibiční vliv skafoldu na buňky. Myoblasty také nevykazovaly 
morfologické odchylky, polyploidii či jiné patologické jevy. Standardní histologické barvení 
jsem doplnila o histochemickou analýzu s cílem prokázat zachování aktinu, jakožto podstatné 
součástí cytoskeletu buněk, zajišťující jejich tvar, pohyb a (v případě svalových tkání) také 
kontrakci (Fletcher and Mullins 2010). Také jsem nepozorovala snížení počtu myoblastů či 
buněčnou smrt. Navíc jsem také prokázala, že jejich proliferační potenciál zůstal zachován, 
což vede k závěru, že skafold je pro buňky vhodné podpůrné a kompatibilní médium. Použití 
C2C12 myoblastů v kombinaci s decelularizovaným skafoldem zdokumentovala studie 
Gilbert-Honick et al. (2018), kdy prokázali úspěšnou in vivo regeneraci svalového poškození 
ve větším objemu.  
Kmenové buňky odvozené od kosterní svaloviny (muscle derived stem cells, MDSc) 
mají potenciál v diferenciaci v několik fenotypově zcela odlišných buněčných linií. Jejich 
izolace spočívá v rozdílném přisedání na kolagen či Matrigel. V průběhu postupné adheze 
buněk lze snadno izolovat jednotlivé buněčné linie, přičemž první pasáž (PP1) obsahuje 
především vyzrálé buňky jako jsou fibroblastům podobné buňky. Následující pasáž (PP2) je 
už obohacena o přítomnost myoblastů ve směsi s fibroblasty obsažených i v předchozí pasáži. 
Vzhledem k tomu, že tyto dvě pasáže jsou izolovány v průběhu několika hodin, hovoří se o 
nich jako o rychle adherujících liniích. Další pasáže jsou izolovány v průběhu dnů a buňky 
v nich obsažené patří mezi pomaleji adherující jako je tomu například u buněk ve třetí pasáži, 
která kromě myoblastů a fibroblastů obsahuje i satelitní buňky. Přítomnost MDSc je 
pozorována až v páté (PP5), případně šesté pasáži (PP6), kde jsou ve směsi se satelitními 
buňkami (Wu et al. 2010). Právě tyto buňky jsou schopny se vyvíjet v buňky 
mezenchymového původu,  mohou z nich tedy vznikat buňky s myogenním, hemopoetickým, 
chondrogenním, osteogením a endotelovým fenotypem (Usas a Huard 2007). Já jsem použila  
pasáže PP6 a PP4, kde se nachází část myoblastů a fibroblastů; právě různorodost PP4 pasáže 
reflektuje buněčnou rozmanitost, která se přirozeně ve svalovině nachází. U pasáže PP4 byly 
výsledky recelularizace částečně shodné s populací C2C12 myoblastů. V prvním týdnu došlo 
k adhezi buněk na povrch skafoldu, v druhém týdnu byla pozorována migrace buněk do 
skafoldu. Tyto společné znaky se ale rozcházejí v množství adherovaných a vcestovalých 
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buněk, kdy u čisté populace C2C12 myoblastů jsem pozorovala větší množství buněk oproti 
heterogenní populaci PP4. V tomto případě je nejspíše na vině  nízký počet buněk zvolený pro 
recelularizaci. Přesto jsem nepozorovala žádné morfologické změny. Homogenní linie MDSc 
(PP6) se obtížněji kultivuje a konfluence dosahuje značně později, než je tomu v případě PP4 
pasáže, tudíž dosažení dostatečného počtu buněk není snadnou záležitostí. Z tohoto důvodu 
jsem očekávala nižší počty buněk jak adherovaných, tak vcestovalých do skafoldu. Potvrdily 
to histologické řezy z obou týdnů, kdy jsem pozorovala adhezi i migraci buněk do skafoldu, 
ale v nízkých počtech. Přesto skafold žádným způsobem nenarušil morfologii těchto buněk, 
tudíž největší výzvou je spíše kultivace většího počtu buněk a následná úprava kultivačních 
podmínek, které by podpořily diferenciaci a tvorbu myotub.  
V laboratoři kmenových buněk našeho ústavu se také věnujeme kultivaci 
pluripotentních buněk. Velice slibné výsledky poskytují indukované pluripotentní kmenové 
buňky, jež jsme připravili reprogramováním fibroblastů nebo dentálních  kmenových buněk 
pomocí CytoTune-iPS Sendai reprogramovacího kitu (Pisal et al. 2018). Pro řízenou 
diferenciaci iPS buněk v Pax7+ buňky a myogenní progenitory je klíčové ošetření 
pluripotentních buněk GSK-3 inhibitorem CHIR99021, který dokáže modifikovat signální 
dráhu Wnt. Po následujících dvanácti dnech jsou buňky vystaveny vlivu růstového faktoru 
FGF2 podporujícím buněčnou proliferaci a jejich nasměrování ve vývoj buněk 
z mesodermální vývojové linie, konkrétně v buňky kosterní svaloviny. Po dvaceti dnech 
buňky exprimují myogenní regulační faktory jako MRF a myogenin, což koresponduje 
s buňkami časného dermomyotomu. Po dvou měsících kultura obsahuje velké množství 
myogenních progenitorů a menší počet myoblastů. Fenotyp kultivovaných buněk byl ověřen 
imunocytochemií a RT-PCR, přičemž byla potvrzena exprese Pax7. Tento protein je 
považován za specifický marker pro adultní satelitní kmenové buňky a hraje klíčovou roli 
v jejich přežívání a proliferaci, čímž se v podstatě podílí na regeneraci kosterní svaloviny 
(Brack 2014). Myogenní progenitorové buňky se ukázaly jako vhodná buněčná linie k 
recelularizaci vzhledem k několika vrstvám buněk na povrchu skafoldu, tak dle vcestovalých 
buněk, které migrovaly do centra skafoldu v místech předešlých kosterních svalových vláken. 
Složení kultivačního média jsem neměnila, abych využila potenciál skafoldu jakožto 
podpůrného konstruktu pro adhezi a migraci buněk. Tato populace myogenních progenitorů 
vykazovala expresi myogeninu a Pax3 testovanou pomocí imunofluorescence. Průkaz 
myogeninu, jakožto proteinu zapojeného do myogeneze, je potvrzením zachování 
diferenciačního potenciálu ve svalové buňky (Zammit 2017). Funkce Pax3 je také spjata 
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s myogenezí a obecněji s vývojem tkání různých druhů. Oba tyto proteiny tedy prokazují 
zachování fenotypu myogenních progenitorových buněk (Buckingham and Relaix 2015). Co 
se týká morfologie buněk, tak opět nebyly pozorovány strukturní odchylky. Preklinická studie 
Darabiho potvrzuje, že použití myoblastů a mezenchymálních kmenových buněk 
diferencovaných z iPS buněk zvyšují regenerační potenciál štěpu (Darabi et al. 2012). 
Cytokompatibilitu skafoldu jsem také ověřovala experimentem in vivo, kdy jsem 
připravený skafold  implantovala do zvířete. Nejprve jsem provedla odběr části m. tibialis 
anterior  a do  místa jsem vložila decelularizovaný skafold stejného svalu. Posléze jsem 
odebrala m. tibialis anterior  společně s vhojeným skafoldem, a to ve 4 časových intervalech, 
abych porovnala in vitro a in vivo recelularizaci. Vybraná zvířata byla histokompatibilní 
s připraveným skafoldem, přestože by bylo možné skafold implantovat i do zvířete, které by 
tyto podmínky nesplňovalo, a to především díky odstranění MHC molekul exprimovaných na 
povrchu buněk. Histologické analýze odebraných implantátů předcházelo zhodnocení 
rekonvalescence zvířat. Ani u jediného zvířete nedošlo ke snížení či ztrátě pohyblivosti, 
nezaznamenala jsme úhyn v souvislosti s provedenou operací. Během odebírání vzorku se 
skafoldem jsem pozorovala začlenění skafoldu do okolní svalové tkáně a kompletní zhojení 
povrchové svalové povázky.  
Skafoldy v různých intervalech odběru vykazovaly odlišné výsledky, týkající se 
především jejich postupnému začlenění do přilehlé svaloviny. Pouze v jednom případě jsem 
pozorovala vytvoření zánětlivého infiltrátu, vykazujícího morfologii primárních lymfatických 
uzlíků. Zánětlivý infiltrát v podobě obrovských buněk z cizích těles byl popsán také ve studii 
Lin et al. (2014), který dokumentuje přítomnost především CD68 pozitivních buněk, jejichž 
množství pozvolna ubývalo od 10. do 30. dne od implantace skafoldu z m. latissimus dorsi. 
Ovšem zánětlivá infiltrace, respektive migrace monocytárních krevních elementů, je vysoce 
žádoucí vzhledem k postupnému odbourávání skafoldu, díky čemuž dochází k uvolňování 
degradačních molekul, stimulujících chemotaxi progenitorových buněk do místa implantátu 
(Badylak et al. 2016). První buněčnou linií, která se významně podílí na degradaci skafoldu 
jsou především makrofágy (Valentin et al. 2009), které začínají rozkládat skafold, přičemž 
důvodů pro postupnou degradaci implantovaného materiálu je hned několik. Implantovaný 
biomateriál se postupně stává méně mechanicky odolným; dále se perzistující skafold může 
stát ložiskem vzniku chronické zánětlivé reakce a významně tak snížit remodelaci postižené 
tkáně (Badylak et al. 2016). Ovšem tím nejdůležitějším faktorem pro degradaci skafoldu je 
uvolnění degradačních molekul (tzv. matricryptic peptides), které vznikají štěpením některých 
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makromolekul jako je například kolagen, a tyto odpadní produkty mohou zneškodnit bakterie 
(Brennan et al. 2006), jsou protizánětlivé, protože mohou ovlivnit fenotyp makrofágů (Sicari 
et al. 2014) a v neposlední řadě dokážou zprostředkovat výše uvedenou chemotaxi 
kmenových a progenitorových buněk. Tyto degradační látky mohou ovlivnit migraci 
myogenních progenitorů in vitro (Reing et al. 2010), Sox2+ buněk (Agrawal et al. 2012) nebo  
perivaskulárních kmenových buněk in vivo a in vitro (Tottey et al. 2011a; Tottey et al. 
2011b). Perivaskulární kmenové buňky (PVSc) se nacházejí v klidovém stavu, ovšem po 
jejich aktivaci se stávají multipotentními a diferencují se v buňky s chondrogenním, 
osteogenním, případně myogenním potenciálem (Crisan et al. 2008). PVSc jsou lokalizovány 
v okolí kapilár, kde regulují vazokonstrikci, ovšem pokud se transplantují do místa svalového 
poškození, jsou schopné se diferencovat v myoblasty (Crisan et al. 2012).  Tímto se zvyšuje 
regenerační potenciál skafoldu.  
V těsném kontaktu skafoldu a kosterní svalové tkáně jsem prokázala přítomnost 
myotub s centrálně lokalizovanými jádry. Dokonce jsem prokázala expresi nestinu ve 
skafoldu odebraném týden po implantaci. Nestin, zástupce intermediálních filament, reguluje 
počátek myogenní diferenciace prostřednictvím signální dráhy Cdk5 kinázy (Lindqvist et al. 
2017). Jeho prokázaná exprese v kosterní svalovině tudíž značí regeneraci svalových vláken.  
Myotuby lokalizované v těsné blízkosti skafoldu a kosterní svaloviny také popsala studie 
Merritta et al. (2010), který implantoval decelularizovaný m. gastrocnemius do myši. Po 
30 dnech od implantace pozoroval přítomnost myotub a novotvořeného cévního zásobení 
v blízkosti skafoldu, což přisuzoval chemotaktickému působení degradačních molekul 
uvolňovaných z implantované extracelulární matrix svalové tkáně. Úplná přestavba 
implantovaného decelularizovaného skafoldu byla popsána ve studii Valentina et al. (2010), 
který dokumentuje novotvorbu svalových vláken, jejichž funkčnost byla srovnatelná s intaktní 
kosterní svalovinou. Štěp byl implantován po dobu 26 týdnů, během kterých došlo 
k vytvoření svalových vláken uspořádaných do svazků, obalených vazivovou tkání v podobě 
epimyzia s novotvořeným cévním řečištěm a nervovými vlákny. Naproti tomu studie Turnera 
et al. (2010), u které probíhal in vivo experiment přibližně stejnou dobu (6 měsíců), popsala 
zlepšení funkce poškozeného m. gastrocnemius o cca 40 % oproti kontrolnímu svalu stejného 
druhu. I přestože funkce nebyla obnovena v plné šíři, byla prokázána přítomnost 
novotvořeného cévního zásobení, svalových a nervových vláken. Obě tyto studie částečně 
korelují s námi dosaženými výsledky, a to především v recelularizaci autologními buňkami 
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hostitelského zvířete, přítomností cévního zásobení štěpu, integrací skafoldu do okolní tkáně, 
přítomností vazivové tkáně a postupnou přestavbou implantátu.  
Prokázaná cytokompatibilita in vitro se potvrdila i v experimentu in vivo, a to ve všech 
intervalech. Ovšem docházelo k postupnému snižování počtu migrovaných buněk do 
skafoldu, což lze vysvětlit díky pozvolné přestavbě skafoldu a remodelaci místa poškození. 
V časovém úseku několika týdnů není  možné postihnout celou přestavbu a degradaci 
skafoldu, která může trvat i několik měsíců (Badylak et al. 2016; Turner et al. 2010; Valentin 
et al. 2010). Cílem implantace decelularizovaného skafoldu do zvířete bylo především 
potvrdit experimentálně zjištěnou domněnku o kompatibilním materiálu, který nebude 
vyvolávat imunitní reakci a vyvolat následné odvržení implantátu. Vytvořený biomateriál 
poskytl mechanickou oporu, která se promítla v neomezených pohybových vlastnostech 
zvířete, došlo k integraci implantátu a přemostění vytvořeného defektu. Tím jsem prokázala 
efektivitu decelularizačního protokolu a zachování extracelulární matrix m. tibialis anterior 
jak z hlediska strukturního, tak funkčního.  
Vytyčené cíle disertační práce byly splněny, dokázala jsem vytvořit biokompatibilní 
materiál s regenerativními vlastnostmi, který dokáže podpořit buněčnou migraci a adhezi, a to 
relativně jednoduchou a rychlou metodou s běžným přístrojovým vybavením standardních 
laboratoří. Díky decelularizaci můžeme studovat extracelulární matrix v různých podmínkách, 
ať už se jedná o změny během patologických procesů, probíhajících během různých 
onemocnění, srovnání změn v ECM izolované z mladého a staršího organismu a porovnání 
jejich regeneračního potenciálu in vitro a in vivo. Skafoldy kosterní svaloviny jsou tedy 
bezesporu přínosem pro prohloubení znalostí o extracelulární matrix, které lze využít v 
regenerativní medicíně, kde tento biomateriál může sloužit k terapii svalových poškození, 










Tato disertační práce byla zaměřena především na přípravu materiálu, který lze dále 
využít pro remodelaci poškozené kosterní svaloviny. Vytvořený biomateriál by měl být 
mechanickou podporou, strukturálně se shodovat s kosterní svalovinou, být histokompatibilní 
s myším organismem, také by měl podpořit buněčnou adhezi a proliferaci a podílet se na 
regeneraci poškozené svaloviny. 
Ideálním kandidátem pro materiál s těmito vlastnostmi se ukázala být extracelulární 
matrix kosterní svaloviny, kterou lze připravit metodou odstranění buněk, decelularizací. 
Protokol decelularizace kosterní svaloviny jsem přizpůsobila vlastnostem dané tkáně, abych 
dosáhla zachování struktury a maximálně efektivně odstranila cytoplazmatický materiál. 
Právě zachování architektoniky extracelulární matrix skafoldu je zásadním krokem, jehož 
nedodržení se může projevit i ve funkčnosti biomateriálu. Efektivita celého procesu byla 
potvrzena řadou histologických a biochemických metod, jejíž výběr se shoduje s technikami 
evaluace decelularizačních protokolů i jiných studií.   
Funkčnost skafoldu jsem testovala v podmínkách in vitro, abych mohla potvrdit 
zachování jak architektoniky, tak i adhezivních molekul, zajišťujících správné přilnutí buněk. 
Vytvořený biomateriál vykazoval kompatibilitu se čtyřmi odlišnými buněčnými liniemi s pro-
myogenním charakterem. Recelularizace byla úspěšná především v případě C2C12 myoblastů 
a myogenních progenitorových buněk diferencovaných z indukovaných pluripotentních 
kmenových buněk. Díky ověřené cytokompatibilitě jsem přistoupila k experimentu in vivo, 
kdy jsem předpokládala, že zachované bioaktivní molekuly skafoldu budou hrát roli při 
remodelaci svalového poškození. Ve všech případech byl skafold bohatě recelularizován, 
začleněn do okolní kosterní svaloviny, vytvořilo se cévní zásobení, přemostil se vytvořený 
defekt a zacelelila se poškozená svalová povázka.  
Vzhledem k výše dosaženým výsledkům plánuji navazující experimenty, zaměřené na 
implantaci decelularizovaných a recelularizovaných skafoldů a následném porovnání 
jednotlivých variant, a také se chci věnovat imunofenotypizaci migrovaných buněk. Dále 
bych chtěla studovat prodloužit dobu implantovaného biomateriálu a případně zhodnotit jeho 
degradaci. Ovšem především chci více prostudovat možnosti extracelulární matrix 
v regenerativní medicíně a tkáňovém inženýrství.   
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